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 Résumé 
Les données épidémiologiques montrent des différences entre les sexes dans 
l’immunité. Les femmes ont des réponses immunes plus fortes que les hommes et sont donc 
moins susceptibles aux infections mais, en contrepartie, développent plus fréquemment des 
maladies auto-immunes, telles que le lupus érythémateux disséminé (LED). De nombreuses 
données dans la littérature suggèrent que les œstrogènes contribueraient à ce dimorphisme 
sexuel.    
 Nous avons analysé les effets du 17"-œstradiol (E2) sur le développement et les 
fonctions effectrices des cellules dendritiques (DC). Dans un premier temps, nous avons 
montré dans un modèle in vitro que l’E2, par l’activation des récepteurs aux œstrogènes ! 
(ER!), était essentiel à la différenciation et à l’acquisition des fonctions des DC. Nous avons 
démontré que les DC différenciées en absence d’E2 présentaient un phénotype immature 
associé un défaut d’activation des lymphocytes T CD4. Nous avons ensuite analysé l’effet de 
l’E2 sur une autre population  de DC, les DC plasmacytoïdes (pDC) dont l’activation et la 
production d’IFN-I sont impliquées dans le développement de maladies auto-immunes telles 
que le LED. Il avait été rapporté que les pDC de femmes produisaient plus d’IFN-I en réponse 
à l’activation des TLR. Nous avons pu montrer que cette différence était attribuable aux 
œstrogènes. Nous avons démontré chez la souris que, l’ovariectomie conduisait à une 
diminution de la production de cytokines par les pDC après activation des TLR, alors que le 
traitement à l’E2 l’amplifiait. Cet effet était dépendant de la signalisation de l’ER! dans le 
compartiment hématopoïétique. Nous avons pu confirmer ces résultats dans une étude 
clinique.  
 Nos travaux montrent que les œstrogènes sont des modulateurs importants du 
développement et des fonctions effectrices de différentes populations de DC. Nous avons mis 
en évidence des effets pro-inflammatoires sur les fonctions des DC, qui pourraient expliquer 
les différences observées dans l’immunité et l’auto-immunité entre les sexes.  
 
 
 
Mots clés : cellules dendritiques plasmacytoïdes, récepteurs aux œstrogènes, 17-"-œstradiol, 
interféron de type 1, lupus érythémateux disséminé  
 
Discipline : Immunologie 
 
Inserm U1043, Centre de physiopathologie Toulouse Purpan, CHU Purpan, BP3028, 31024 
Toulouse Cedex 3 
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 Abstract 
 
Epidemiological data show sex differences in immunity. Women have stronger 
immune responses than men and are less susceptible to infection but, in turn, develop more 
frequent autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus (SLE). Data in the 
literature suggest that estrogen contributes to sexual dimorphism. 
We analyzed the effects of 17"-estradiol (E2) on the development and effector 
functions of dendritic cells (DC). We first show in an in vitro model that E2, by activating 
estrogen receptor ! (ER!) was essential for the differentiation and acquisition of DC 
functions. We demonstrate that DC differentiated in the absence of E2 had an immature 
phenotype associated with a deficiency in CD4
+
 T cell activation. We then analyzed the effect 
of E2 on a different population of DC, plasmacytoid DC (pDC), whose activation and 
production of IFN-I are involved in the development of autoimmune diseases such as SLE. It 
was reported that women pDC produced more IFN-I in response to TLR activation. Here, we 
have show that this difference is due to estrogen. We demonstrated, in mice, that ovariectomy 
led to a decrease in cytokine production by pDCs after TLR activation, whereas E2 treatment 
amplified it. This effect was dependent on ER! signaling in the hematopoietic compartment. 
We were able to confirm these results in a clinical studying in which post-menopausal women 
treated with E2 showed a markedly enhanced TLR-7- and TLR-9-dependent production of 
IFN-! by pDCs stimulated by synthetic ligands or by nucleic acid-containing immune 
complexes. 
In conclusion, our work shows that estrogens are important modulators of 
development and effector functions of several DC populations. We have highlighted the pro-
inflammatory effect of E2 on the functions of DC, which may account for sex-based 
differences in autoimmune and infectious diseases. 
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Avant-propos 
 
 La rencontre avec un microbe pose un problème délicat au système immunitaire. 
Nécessite-t-elle une réponse ou non, et si oui, quelle réponse sera la mieux adaptée pour 
combattre l’infection. Le système immunitaire possède un type cellulaire capable de résoudre 
cette question et d’induire des réponses adaptées face au pathogène rencontré. Ces cellules, 
souvent appelées sentinelles de l’organisme, sont les cellules dendritiques (DC).  
 La première description d’une DC fut rapportée par Paul Langerhans en 1868 qui 
observa des cellules au niveau de la peau aux formes irrégulières et présentant de longues 
dendrites. Elles furent nommées cellules de Langerhans (LC) et décrites alors comme des 
neurones intradermiques. Ce n’est qu’en 1973 que commença la caractérisation des cellules 
présentatrices d’antigène professionnelles, avec l’observation de Raph Steinman de cellules à 
la morphologie proche des cellules de Langerhans dans les organes lymphoïdes secondaires 
de souris capables d’activer des lymphocytes T naïfs. Elles sont alors baptisées cellules 
dendritiques (Steinman and Cohn, 1973). 
 Depuis, notre compréhension des cellules dendritiques et de leur place dans le système 
immunitaire n’a cessé d’évoluer, et est aujourd’hui encore un champ d’investigation très actif. 
Une des caractéristiques les plus remarquables est sûrement leur plasticité fonctionnelle. Elles 
sont au cœur du contrôle de la réponse immunitaire, capables aussi bien d’induire une réponse 
immunitaire adaptative appropriée qu’une tolérance vis-à-vis d’antigènes du soi.  Les DC 
forment un réseau de sentinelles dans tout l’organisme et détectent les signaux émis par les 
pathogènes, les cellules cancéreuses ou les dommages tissulaires. En fonction du type de DC 
et du contexte où elle est stimulée, elle peut initier ou non une réponse immunitaire en 
activant les effecteurs de la réponse adaptative dans les organes lymphoïdes secondaires. 
Cette nécessité d’induire une réponse immunitaire adaptée exige que les DC soient 
capables de percevoir une grande diversité de stimuli émis par l’environnement. Elles 
possèdent pléthore de récepteurs qui leur permette de scruter le milieu dans lequel elles 
évoluent. Elles sont donc sensibles aux facteurs extérieurs et facilement modulables. Cette 
grande plasticité peut néanmoins parfois conduire à une réponse immunitaire inadaptée et être 
à l’origine de maladies inflammatoires chroniques comme le lupus érythémateux disséminé 
ou la polyarthrite rhumatoïde. 
Ces maladies auto-immunes touchent bien plus fréquemment les femmes que les 
hommes (Libert et al., 2010). De nombreuses études ont pu mettre en évidence que les 
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hormones sexuelles pouvaient moduler profondément les réponses immunitaires. Les DC 
ayant une place centrale dans le système hématopoïétique, la compréhension des facteurs 
capables de moduler leur plasticité est primordiale pour mieux appréhender les réponses 
immunitaires induites. J’ai travaillé au cours de ma thèse sur l’influence des hormones 
sexuelles féminines, et plus particulièrement des œstrogènes, sur le développement et les 
fonctions effectrices des DC. 
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I. Les cellules dendritiques, sentinelles et orchestratrices de la 
réponse immunitaire 
 
A. La diversité des cellules dendritiques 
 
Les DC constituent un groupe de cellules très hétérogène, aux fonctions et origines 
variées. Leurs caractéristiques communes sont la capture, la présentation d’antigènes et 
l’activation des cellules effectrices de la réponse adaptative, les lymphocytes T naïfs. Les 
sous-types de DC diffèrent par leur localisation, leur capacité migratoire et certaines fonctions 
immunologiques spécifiques. Ces différentes sous-populations de DC sont identifiées à l’aide 
de marqueurs de surface qui ont permis leur caractérisation. À l’inverse des cellules B et T, il 
n’existe pas de marqueur unique commun à toute les DC. 
Les DC sont divisées en deux grandes catégories, les DC conventionnelles (cDC), et 
les DC plasmacytoïdes (pDC).  
 
1. Les cellules dendritiques conventionnelles 
 
Il existe différentes sous-populations de cDC chez la souris qui sont caractérisées par 
l’expression de l’intégrine-! CD11c et des molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité de classe II (CMH II). Toutes les cDC sont considérées comme des 
cellules présentatrices d’antigènes professionnelles (CPA). Les cDC comprennent deux 
groupes qui sont séparés selon leur capacité migratoire : les DC résidentes, localisées dans les 
organes lymphoïdes primaires et secondaires (rate, ganglions, plaques de Peyer, thymus), et 
les DC migratoires, retrouvées au sein des tissus. La sous-population de DC CD8!+ possède 
en plus la capacité de faire de la présentation croisée. 
 
1.1 Les cellules résidentes, au sein des organes lymphoïdes 
 
Au niveau de la rate, trois types de DC se distinguent grâce à l’expression de 
marqueurs traditionnellement caractéristiques du lignage T, le CD4 et le CD8! : les 
CD8!+CD4-, CD8!-CD4+ et les doubles négatifs CD8!-CD4-. La lectine de type C DEC-205 
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(CD205) est un marqueur de la population CD8!+ CD4- alors que l’intégrine CD11b, est 
restreinte aux DC CD8!- (Vremec et al., 2000). Il semblerait néanmoins aujourd’hui que les 
DC CD4- et les DC doubles négatives ne forment qu’une seule population. Ces DC seraient 
seulement à des stades d’activation ou de différenciation distincts. La faible différence entre 
ces deux sous-types de DC a été appuyée par une étude comparative sur près de cinq mille 
protéines provenant des 3 types de DC spléniques chez la souris. Cette analyse protéomique a 
pu mettre en évidence que les profils d’expression protéique étaient très proches entre les DC 
CD4
+
 et les doubles négatives comparés à celui des DC CD8!+ (Luber et al., 2010). 
Cependant, la population double négative reste peu caractérisée du fait du manque d’un 
marqueur spécifique et de la difficulté à l’isoler. La majorité des études se focalisent donc sur 
deux types de  DC conventionnelles dans les organes lymphoïdes secondaires de la souris, les 
DC CD8!+ CD205+ et les DC CD8!-CD11b+. Les DC CD8!+ sont principalement localisées 
dans les zones T, et représentent 20 % des DC de la rate mais 70% des DC du thymus 
(Crowley et al., 1989; Henri et al., 2001; Vremec et al., 2000). Les cellules CD8
-
 sont situées 
dans les zones marginales, mais migrent au niveau des zones T après activation (Anjuère et 
al., 1999 ; Henri et al., 2001).  
 Chez l’Homme, les marqueurs permettant de distinguer les sous-types de DC sont 
différents de ceux exprimés chez la souris, néanmoins des équivalents fonctionnels ont pu être 
décrits. Le marqueur CD8!, très discriminant chez la souris, est absent chez les autres espèces 
et notamment chez l’Homme. L’existence de DC comparables aux DC CD8!+ n’a été décrite 
que très récemment grâce à l’identification d’une lectine de type C, Clec9A, (également 
nommé DNGR-1) exprimée à la fois chez la souris et chez l’Homme. (Crozat et al., 2010 ; 
Poulin et al., 2010). Ces DC expriment également les marqueurs  BDCA-3 (Blood dendritic 
cell antigen) et le récepteur aux chimiokines XCR1 (Crozat et al., 2010). Le marqueur 
BDCA-1 est lui spécifique de DC équivalentes aux DC CD8!-CD11b+ murines. Ces cellules 
peuvent être retrouvées dans le sang et les organes lymphoïdes secondaires comme les 
amygdales. 
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1.2 Les cellules dendritiques migratoires 
 
Les DC migratoires résident dans les tissus comme la peau ou les muqueuses. Elles 
capturent les antigènes et migrent jusqu’aux nœuds lymphatiques par les vaisseaux 
lymphatiques afférents. En conditions physiologiques, les DC migrent en flux continu à de 
très faibles taux dans les ganglions, ce flux augmentant lors d’une inflammation (Stoitzner et 
al., 2005).  
Les DC de la peau sont présentes au niveau du derme et de l’épiderme. Les cellules de 
Langerhans sont retrouvées dans l’épiderme où elles forment un réseau dense à l’aide de leurs 
dendrites et détectent la présence de pathogènes pénétrant par voie cutanée. Ces cellules sont 
facilement identifiables chez l’Homme et la souris par l’expression de CD45 et des molécules 
du CMH II. Elles se distinguent des autres DC par l’expression de la lectine langerine 
(CD207), associée à des vésicules intracytoplasmiques caractéristiques, les granules de 
Birbeck (Stossel et al., 1990). Ces cellules expriment également les molécules d’adhérence E-
cadhérine et EpCAM qui leur permettent de se maintenir au contact des kératinocytes (Tang 
et al., 1993).  
Contrairement à l’épiderme, le derme présente plusieurs sous-populations de DC. Les 
DC dermiques classiques, majoritaires, sont dépourvues de langerine mais expriment de forts 
niveaux de CD11b et d’autres marqueurs typiques des macrophages comme F4/80, CX3CR1 
et SIRP! (Ginhoux et al., 2009 ; Henri et al., 2010).  Il existe une seconde population de DC 
dermiques qui sont langerine
+
 mais se distinguent des LC par l’absence des molécules 
d’adhérence E-cadhérine et EpCAM et la présence de l’intégrine !Eß7 (CD103).  Les DC 
dermiques CD103
+
 expriment faiblement le CD11b et n’expriment pas F4/80, CX3CR1 et 
SIRP!. Ces deux populations ont également été identifiées dans les poumons, les reins et le 
foie, sur la base de l’expression de ces mêmes marqueurs. 
Au niveau de l’intestin, il existe un troisième type de DC qui est à la fois CD103
+
 et  
CD11b
+
. On distingue donc au niveau de la lamina propria les DC CD103+ CD11b+, CD103+ 
CD11b
-
, CD103
-
 CD11b
+
. Les DC CD103
+
 sont dépourvues de CX3CR1 qui est 
exclusivement exprimé sur les DC CD103
-
 (Bogunovic et al., 2009). Ces DC 
CX3CR1
+
CD103
- 
sont retrouvées sous la monocouche de l’épithélium intestinal où elles 
captent les antigènes, dans la lumière du tractus digestif, à l’aide de leurs dendritiques qu’elles 
projettent entre les cellules épithéliales (Niess et al., 2005). 
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2. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
 
La seconde grande catégorie de DC sont les cellules dendritiques plasmacytoïdes. 
Actuellement, elles représentent une population plus homogène que les cDC. Elles possèdent 
des fonctions bien particulières, comme la capacité à produire de grande quantité d’interferon-
! (IFN!) en réponse à une stimulation virale.  
Bien qu’elles aient été découvertes dès 1958 au sein des tissus lymphoïdes chez 
l’Homme, leur identification en tant que DC remonte à la fin des années 1990 (Cella et al., 
1999; Grouard et al., 1997 ; Siegal et al., 1999 ). Morphologiquement, elles ne ressemblent 
pas aux cDC qui arborent de longues dendrites. Ce sont de petites cellules (8 à 10!m) rondes 
avec un large cytoplasme faisant penser à des plasmocytes, d’où leur dénomination originelle 
de cellules T plasmacytoïdes ou monocytes plasmacytoïdes. En revanche, elles changent de 
morphologie pour ressembler à une DC mature typique après stimulation par l’interleukine-3 
(IL-3) et CD40L (Grouard et al., 1997) ou par des virus (Cella et al., 2000 ; Kadowaki et al., 
2000).  Les pDC chez l’Homme ou la souris sont dépourvues de marqueurs de lignage 
lymphoïde (CD3, lymphocyte T ; CD19, lymphocyte B ; CD56, cellules natural killer) ou 
myéloïde (CD14 et CD16). Chez l’Homme, les pDC n’expriment pas la molécule CD11c, 
mais expriment fortement la chaîne ! du récepteur à l’IL-3 (CD123) et l’isoforme CD45RA 
de la phosphatase CD45. L’identification, dans les années 2000 par Dzionek et son équipe, 
des marqueurs BDCA-2, une lectine de type C et BDCA-4, le récepteur à la neuropiline-1, a 
simplifié l’identification de ces cellules dans le sang (Dzionek et al., 2000; Dzionek et al., 
2002; Dzionek et al., 2001 ). 
Chez la souris, les pDC expriment plus faiblement les molécules CD11c et CMH II 
que les cDC. Elles sont identifiables au sein des cellules CD11c
+
 par l’expression de B220, 
une isoforme particulière de la phosphatase CD45 normalement caractéristique du lignage B, 
et les molécules siglec-H (Sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectin) et Ly49Q (Omatsu 
et al., 2005; Zhang et al., 2006 ). Elles sont également identifiables par la forte expression  de 
BST-2 (Bone marrow stromal antigen 2) reconnue par l’anticorps mPDCA-1. Cependant, 
BST-2 pouvant être induit sur de nombreux types cellulaires après stimulation par de l’IFN-! 
(Blasius et al., 2006), ce marqueur n’est discriminant qu’en conditions non-inflammatoires. 
Récemment le marqueur CCR-9, le récepteur de la chimiokine CCL25 permettant la 
migration dans les intestins, a permis de distinguer des sous-populations de pDC. Les travaux 
du groupe de Butcher ont montré que les pDC CCR9
+
 dans les organes lymphoïdes 
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secondaires possédaient des propriétés immunosuppressives importantes (Hadeiba et al., 
2008). Au niveau de la moelle osseuse, les pDC CCR9
-
 sont les précurseurs directs des pDC 
CCR9
+
, et gardent la plasticité de se différencier en cDC CD11b
+
 en réponse au GM-CSF 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Schlitzer et al., 2011). 
 
3. Les cellules dendritiques inflammatoires 
 
Le terme de DC inflammatoires, regroupe les populations de DC qui n’apparaissent 
qu’au cours d’une infection ou d’une inflammation et ne sont pas observables en condition 
homéostatique (Naik et al., 2006). Les archétypes des DC inflammatoires sont les TipDC 
(TNF and iNOS producing DC). Elles ont été mises en évidence après infection par Listeria 
monocytogenes (Serbina et al., 2003), et appelées ainsi à cause de leur capacité à produire du 
TNF! et des radicaux oxygénés par l’induction d’iNOS (inducible Nitric-Oxide synthase). 
Elles proviennent majoritairement de la différenciation des monocytes circulants et sont donc 
également appelées MO-DC (Monocyte-derived dendritic cells). Plusieurs études ont rapporté 
que les monocytes pouvaient se différencier en cellules exprimant des marqueurs de DC 
(CD11c
+
CMH-II
+
) après infection par Leishmania major (León et al., 2007), Listeria 
monocytogenes (Serbina et al., 2003) ou par le virus Influenza (Nakano et al., 2009). Ces MO-
DC sont capables de présenter des antigènes aux lymphocytes T CD4
+
 cependant différentes 
caractéristiques fondamentales des DC comme leur morphologie, leur localisation dans les 
zone T des ganglions et leur capacité à capture et apprêter des antigènes n’ont pas été 
étudiées. L’affiliation de cette population au lignage des DC est aujourd’hui largement 
débattue. Néanmoins, une étude récente du groupe de Ralph Steinman a montré que les MO-
DC différenciées après activation par des bactéries gram-négative étaient recrutées aux 
niveaux des ganglions et partageaient les mêmes propriétés fonctionnelles que les DC 
classiques (Cheong et al., 2010).  
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B. L’origine des cellules dendritiques 
 
1. L’identification d’un précurseur dans la moelle osseuse 
 
 Les DC dans les organes lymphoïdes secondaires ont une demi-vie courte et ont 
besoin d’être renouvelées continuellement. Les DC, comme les autres cellules du sang, se 
développent à partir des cellules souches hématopoïétiques. 
 Une des première étapes dans la différenciation des cellules hématopoïétiques est la 
séparation entre les lignages myéloïdes et lymphoïdes. Les monocytes, macrophages, 
granulocytes se différencient à partir d’un précurseur commun myéloïde (CMP), alors que les 
lymphocytes T, B et NK (Natural Killer) sont issus d’un précurseur commun lymphoïde 
(CLP). Les premières études basées sur l’analyse des marqueurs de surface et des facteurs de 
transcription ont laissé penser que selon le sous-type de DC, elles avaient pour origine un 
précurseur myéloïde ou lymphoïde. Ainsi, les DC CD8!+ provenaient des CLP alors que les 
DC CD8!-CD4+ et double négatives provenaient des CMP. Cette dichotomie simpliste s’est 
révélée finalement incorrecte. Des expériences basées sur le transfert adoptif de CMP ou CLP 
dans des souris receveuses irradiées ont permis de montrer que les deux types de précurseurs 
pouvaient donner les différents types de DC (Traver et al., 2000). Cette plasticité des DC à se 
différencier à partir des deux types de précurseurs est une caractéristique qui n’a, jusqu'à 
présent, été décrite pour aucune autre population immunitaire. Cependant même si les DC 
sont capables de se différencier à partir de CLP, ces précurseurs ne participent que faiblement 
au renouvellement des DC périphériques. Leur contribution la plus importante est au niveau 
du thymus où elles représentent au moins 50% du compartiment DC alors que, dans les autres 
organes, il semble que 90% des DC proviennent des CMP (Mende et al., 2006; Traver et al., 
2000; Wu et al., 2001 ; Wu et al., 1996). La question sur cette redondance développementale 
reste encore aujourd’hui ouverte, d’autant qu’il n’a pas pu être mis en évidence de différences 
fonctionnelles entre les cDC spléniques provenant de CMP ou de CLP. 
 La recherche d’un précurseur commun aux DC au sein des CMP et des CLP a conduit 
à repenser l’architecture générale de l’hématopoïèse (Karsunky et al., 2003 ; Shortman and 
Naik, 2006). Cette approche se basa sur l’importance cruciale de la cytokine Flt3L (Fms-like 
tyrosine kinase 3 ligand) sur le développement homéostatique des DC et l’observation par le 
groupe de Manz que les précurseurs Flt3
+
, qu’ils proviennent du lignage lymphoïde ou 
myéloïde, permettaient le développement de DC (Naik et al., 2007; Onai et al., 2007b ). Cette 
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découverte permit, en 2006 à Fogg, d’identifier plus précisément dans la lignée myéloïde, un 
précurseur commun aux DC, monocytes et macrophages, baptisé MDP (Macrophage dendritic 
progenitors) (Fogg et al., 2006) (Figure 1). Caractérisés par l’expression de CX3CR1 et du M-
CSFR (Macrophage colony-stimulating factor receptor ; CD115), ces précurseurs représentent 
0,5% des cellules de la moelle osseuse d’une souris. Enfin, le précurseur commun aux DC 
(CDP) capable de produire uniquement des cDC et pDC mais plus de monocytes fut identifié 
sur le phénotype cKit
int 
Flt3
+
 M-CSFR
+
 IL7R!-. Ce précurseur représente approximativement 
0,1% des cellules de la moelle osseuse et provient des MDP (Liu et al., 2009). Les CDP en 
présence de Flt3L se différencient in vitro en cDC et pDC (Naik et al., 2007; Onai et al., 
2007b ), mais peuvent également, en réponse au M-CSF (Macrophage colony-stimulating 
factor), qui induit normalement la différenciation des macrophages, générer des cDC et de 
pDC indépendamment du Flt3L (Fancke et al., 2008).  
 
 
 
Figure 1 : Différenciation des cellules dendritiques plasmacytoïdes, conventionnelles et 
inflammatoires chez la souris. (d’après (Geissmann et al., 2010). 
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2. Un précurseur de cellules dendritiques en périphérie 
 
Les MDP et les CDP, à l’origine des DC, sont uniquement retrouvés dans la moelle 
osseuse (Liu et al., 2009). Il existe cependant des précurseurs capables de migrer de la moelle 
osseuse vers les organes lymphoïdes secondaires à travers la circulation sanguine (Liu et al., 
2009). Ce précurseur immédiat des cDC, appelé pré-DC, a d’abord été identifié dans la rate 
par le groupe de Shortman (Naik et al., 2006), puis décrit dans les nœuds lymphatiques, la 
moelle osseuse et la circulation sanguine (Liu et al., 2009). Ces cellules de faible densité 
expriment des niveaux intermédiaires de CD11c et de SIRP!. Elles n’expriment pas des 
molécules de CMH II à leur surface, mais en possèdent au niveau intracellulaire, ce qui laisse 
supposer que ces cellules sont dans les dernières étapes avant la différenciation en cDC. 
Il a été montré in vitro, comme in vivo, à l’aide d’expériences de transfert adoptif, que 
ces cellules étaient capables de donner naissance aux 3 sous-types de cDC retrouvés dans les 
organes lymphoïdes secondaires (Liu et al., 2009; Naik et al., 2006 ). Les pré-DC sont aussi à 
l’origine des DC CD103
+
 retrouvées dans les tissus non lymphoïdes comme la peau, le 
poumon, le rein et l’intestin (Ginhoux et al., 2009; Varol et al., 2009 ). L’expression à la 
surface de pré-DC du marqueur CD24 permet de définir le devenir de ces précurseurs et est 
corrélée à l’expression future de CD8! (Naik et al., 2006). En revanche, ces pré-DC ont perdu 
leur capacité à se différencier en pDC. Des expériences d’incorporation de 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) montrent que, comme les MDP et les CDP, les pré-DC prolifèrent 
activement dans la moelle osseuse, mais perdent cette capacité une fois dans le sang ou la rate 
(Liu et al., 2009). Ces données laissent supposer que la principale phase d’expansion des pré-
DC se fait dans la moelle, d’où elles émigrent vers les tissus lymphoïdes où elles se 
différencieront en cDC. 
  
3. Développement des cellules dendritiques résidentes des tissus lymphoïdes 
 
3.1 Développement des cellules dendritiques conventionnelles 
 
 La rate est l’organe le plus fréquemment étudié dans les travaux expérimentaux qui 
s’intéressent aux DC résidentes des tissus lymphoïdes. Bien que les proportions des sous-
populations de DC soient différentes de celles retrouvées au niveau des nœuds lymphatiques, 
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avec une augmentation des DC CD4
+
 (Henri et al., 2001), la rate reste un bon modèle pour 
l’étude du développement des DC. 
 Le facteur de transcription STAT-3 (Signal transducer and activator of transcription 3) 
joue un rôle important pour le développement des DC en réponse au Flt3L. STAT-3 se situe 
en aval de la signalisation du récepteur Flt3 et son absence conduit à une altération du 
développement des DC dans les organes lymphoïdes (Laouar et al., 2003). En 2008, Esashi et 
al. ont montré que la déficience en STAT3 conduisait  à une blocage du développement des 
cDC et pDC induit par le Flt3L, alors que le développement de DC induites par le GM-CSF 
n’était pas perturbé. Le GM-CSF permet le développement des DC en activant STAT-5. 
L’activation de STAT-5 réprime IRF-8 (Interferon Regulatory Factor) qui est nécessaire à la 
génération de pDC, expliquant ainsi l’incapacité de différencier ces cellules avec du GM-CSF 
(Esashi et al., 2008).  
 Un second facteur de transcription est crucial pour le développement des cDC et pDC, 
la protéine de la famille des ETS (E-twenty Six) PU.1. Ce facteur est fortement exprimé dans 
les cellules hématopoïétiques souches, CMP, CLP et les CDP (Carotta et al., 2010; Nutt et al., 
2005 ). Il est très important dans le développement du système hématopoïétique 
embryonnaire. Les souris déficientes en PU.1 présentent une profonde altération de 
l’hématopoïèse qui conduit à la mort des souris en fin de gestation ou peu après la naissance 
(Scott et al., 1994). En inactivant le gène Sfpi1 codant pour PU.1 au cours de l’hématopoïèse 
adulte, les groupes de Li Wu et Stephen Nutt, ont montré que cette protéine était nécessaire au 
développement des cDC et pDC car elle contrôlait de manière directe et dépendante de, la 
dose, l’expression du récepteur au Flt3L (Carotta et al., 2010). Il avait précédemment été 
montré que PU.1 régulait également l’expression de la chaîne ! du récepteur au GM-CSF 
(Hohaus et al., 1995), ce qui fait de PU.1 un facteur crucial dans l’homoeostasie des DC 
(Figure 2). 
 D’autres facteurs sont impliqués plus spécifiquement dans le développement de sous-
types de cDC, notamment, les IRF-2, IRF-4 et IRF-8. La différenciation de DC in vitro par le 
GM-CSF dépend principalement de l’IRF-4, alors que la différenciation induit par le Flt3L 
dépend préférentiellement de l’IRF-8 (Tamura et al., 2005). In vivo, il a été montré  que 
l’IRF-8 était majoritairement exprimé dans les DC CD8!+ et que son absence conduisait à un 
défaut de développement de cette population (Aliberti et al., 2003; Schiavoni et al., 2002). À 
l’inverse, les souris déficientes en IRF-2 et IRF-4 présentent un nombre réduit de DC CD8!- 
(Ichikawa et al., 2004 ; Tamura et al., 2005).  
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 Enfin, l’absence de la protéine Batf3 conduit à un défaut très spécifique du lignage 
CD8!+ dans les organes lymphoïdes. Ces souris présentent également un défaut de DC 
CD103
+
 dans les tissus non-lymphoïdes, qui correspondent aux DC CD8!+ dans la rate et les 
ganglions (Hildner et al., 2008). 
 
3.2 Origine des cellules dendritiques thymiques 
 
 Deux types de cDC coexistent dans le thymus avec les pDC (Wu and Shortman, 
2005). Contrairement à ce que l’on observe dans la rate, la majorité des DC thymiques sont 
des DC CD8!+. L’autre partie minoritaire est représentée par des DC équivalentes aux 
doubles négatives de la rate. Ces DC ont un rôle majeur dans la sélection négative des 
lymphocytes T (Brocker et al., 1997). Les premières expériences utilisant des souris en 
parabiose avaient suggéré deux origines distinctes des DC dans le thymus (Donskoy and 
Goldschneider, 2003). Une première population de DC ne s’équilibre pas entre les deux 
parabiontes, suggérant une origine intrathymique, et une autre qui s’échange rapidement et 
atteint un chimérisme de 50% en 5 semaines. Cette dernière population aurait donc pour 
origine des précurseurs de DC provenant de la circulation sanguine. Des analyses ultérieures 
ont pu formellement montrer que les pDC et les DC CD8!- avait une origine extrathymique. 
Les précurseurs entrent à l’état immature dans le thymus où ils vont occuper les niches dans 
les régions médullaires et cortico-médullaires, proliférer et terminer leur différenciation en 
DC (Li et al., 2009). Ces études suggèrent que les DC CD8!+ auraient pour origine un 
précurseur intrathymique. Concordant avec ces résultats, le transfert de précurseur de 
thymocytes précoces (CD4
low
 c-Kit
+
 CD44
+
 CD25
-
) dans le thymus d’une souris irradiée est 
capable de générer des DC CD8 (Ardavin et al., 1993; Wu et al., 1991 ). Une autre donnée en 
faveur d’une origine intrathymique d’une partie des DC dans le thymus est que, contrairement 
aux DC CD8!+  de la rate, les DC CD8!+ du thymus présentent des réarrangements D-J dans 
le locus IgH  Immunoglobuline) (Corcoran et al., 2003).  
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3.3 Développement des cellules dendritiques plasmacytoïdes 
 
 
 Les pDC, comme les cDC, ne dérivent pas exclusivement de précurseurs CMP ou CLP 
(D'Amico and Wu, 2003 ; Karsunky et al., 2003) et se différencient à partir des MDP et CDP. 
Malgré les liens proches avec la famille de DC, leur origine commune, leurs fonctions comme 
la sécrétion de cytokines ou la présentation d’antigènes, les pDC ont des particularités bien 
distinctes et l’affiliation de ces cellules reste aujourd’hui encore très débattue. Le plus 
remarquable est certainement l’expression de gènes normalement impliqués dans le 
développement des lymphocytes. Ainsi on retrouve l’expression de la Tdt (Terminal 
deoxynucleotidyl transferase), du pré-T! ou encore de RAG1/2 (Recombination activation 
gene) qui corrèle avec la présence de réarrangements D-J au niveau du locus de IgH 
(Shigematsu et al., 2004). Cependant ces réarrangements ne sont pas essentiels au 
développement des pDC, car des pDC sans ces réarrangements sont présentes chez la souris 
(Pelayo et al., 2005). Ces différences pourraient traduire deux types de pDC qui auraient un 
historique développemental distinct. Des différences en termes de production de cytokines et 
des capacités immunostimulatrices ont été observées entre ces deux types de pDC (Pelayo et 
al., 2005 ; Yang et al., 2005). 
Dans les facteurs de transcription impliqués dans le développement des pDC, l’IRF8 
(Schiavoni et al., 2002 ; Tsujimura et al., 2003), PU.1 et STAT3, comme pour les cDC, sont 
indispensables à leur émergence. PU.1 et STAT3 sont nécessaires car ils permettent 
respectivement l’expression (Carotta et al., 2010) et la signalisation du récepteur Flt3 (Esashi 
et al., 2008; Laouar et al., 2003 ). Enfin, les protéines SpiB et E2-2, importantes dans le 
développement des cellules B, sont également nécessaires aux pDC (Figure 2). Les travaux du 
groupe de Boris Reizis ont pu mettre évidence le rôle clef d’E2-2 dans le développement des 
pDC. Plusieurs observations suggéraient l’importance de ce facteur de transcription car il peut 
se lier aux promoteurs d’IRF-8 et SpiB, et de gènes codant pour les protéines BDCA-2, ILT7 
(immunoglobulin-like transcript 7) et IRF-7, indispensables aux fonctions des pDC. De façon 
intéressante, les pDC de souris hétérozygotes E2-2
+/- 
présentaient des phénotypes aberrants et 
des fonctions altérées (Cisse et al., 2008). Des travaux, permettant l’expression constitutive ou 
la perte inductible d’E2-2 dans les pDC in vivo, ont permis de montrer que ce facteur dans les 
pDC était indispensable au maintien de leur lignage. Une perte d’E2-2 dans les pDC matures 
conduit spontanément à l’acquisition d’un phénotype et de fonctions de DC conventionnelles 
(Ghosh et al., 2010) ressemblant à une sous-population de DC CD8!+ identifiée dans les 
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organes lymphoïdes de souris naïves exprimant l’allèle rapporteur CX3CR1-eGFP (Enhanced 
green fluorescent protein) (Bar-On et al., 2010). À l’instar de DC CD8!+, cette population DC 
CD8!+CX3CR1
+
 ne dépendait pas de l’expression du facteur de transcription Baft3 mais E2-
2. Des analyses par microarray ont récemment permis de lier cette sous-population au lignage 
pDC (Bar-On et al., 2010). 
      
 
 
 
Figure 2 : Facteurs de transcription impliqués dans le développement des cellules dendritiques 
(d’après (Watowich and Liu, 2010). 
 
4. Développement de cellules dendritiques des tissus non-lymphoïdes 
 
4.1 Origine des cellules dendritiques de la peau 
 
Comme nous l’avons décrit précédemment la peau contient les LC dans l’épiderme et 
les DC dermiques CD103
+
 et CD103
-
. Les LC, contrairement aux autres DC, sont 
radiorésistantes. Elles ne sont pas remplacées par le transfert de moelle osseuse en condition 
non inflammatoire, car elles se renouvellent in situ grâce à des précurseurs résidant dans la 
peau. Cette capacité des LC à se renouveler localement est élégamment démontrée par des 
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expériences de parabiose où deux souris partagent la même circulation sanguine. Dans ce cas, 
les populations de DC dans la rate et les nœuds lymphatiques sont mixtes aux alentours des 
30%, alors que les LC ne se mélangent pas aux cellules du parabionte (Merad et al., 2002). 
Les précurseurs des LC sont CX3CR1
+
CD45
+
 et colonisent la peau durant la dernière phase 
du développement embryonnaire. Une autre particularité des LC est que leur développement 
dépend du M-CSF et non du flt3L comme les autres populations de DC (Ginhoux et al., 
2006 ; Onai et al., 2007a). Leur présence dépend également du TGF"1 (Transforming growth 
factor) exprimé par les kératinocytes et de la sécrétion autocrine par les LC (Kaplan et al., 
2007). 
Dans un contexte inflammatoire, le renouvellement des LC se fait par la 
différenciation des monocytes inflammatoires Ly6C
+
 et dépend de l’expression des récepteurs 
CCR2 et CCR6 (Ginhoux et al., 2006; Merad et al., 2002) 
 
Au niveau du derme, les DC CD103
+
 et CD103
-
 se rapprochent du développement 
décrit pour les DC des organes lymphoïdes. Contrairement aux LC, elles nécessitent du flt3L 
et ne se renouvellent pas in situ. Elles dépendent, comme les DC de la rate, de l’arrivée 
permanente de précurseurs pré-DC (Ginhoux et al., 2007; Ginhoux et al., 2009). Cependant, 
les pré-DC sont moins efficaces à se différencier en DC CD103
-
 que CD103
+
. L’origine 
précise des DC CD103
-
 n’est pas encore clairement établie, il est supposé qu’elles se 
composent d’un groupe de cellules hétérogènes aux origines distinctes.  
 
4.2 Origine des cellules dendritiques dans les autres tissus 
 
 Comme dans la peau, on retrouve les DC CD103
+
 et CD103
-
 dans les tissus non 
lymphoïdes (Ginhoux et al., 2009). Différentes études ont suggéré que les DC dans les tissus 
non lymphoïdes provenaient de la différenciation de monocytes. L’utilisation de souris 
Rosa26-Stop
flox
EGFP croisées avec des souris LysM-Cre, permet de suivre les cellules qui 
expriment le lysosyme. Ainsi les monocytes et leurs progénitures sont marqués avec la GFP 
(Green Fluorescent Protein).  Dans ces souris, certaines DC des tissus expriment la GFP, 
indiquant qu’elles proviennent de monocytes (Jakubzick et al., 2008). En utilisant des 
transferts adoptifs de précurseurs, le groupe de Myriam Merad a pu montré que les MDP 
étaient capables de donner les deux types de DC dans l’intestin alors que les CDP et pré-DC 
ne se différencient qu’en DC CD103
+ 
(Bogunovic et al., 2009). Cette idée que les DC CD103
+
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proviennent des pré-DC est appuyée par le fait que les DC CD103
+
, comme les DC CD8!+, 
nécessitent l’expression des facteurs de transcription Batf3, Id2 et IRF-8, contrairement aux 
monocytes et aux macrophages (Edelson et al., 2010; Hildner et al., 2008). En ce qui concerne 
les DC CD103
-
, leur origine semble plus hétérogènes (Ginhoux et al., 2009). Au niveau de la 
lamina propria, les DC CD103- descendent des monocytes (Bogunovic et al., 2009; Varol et 
al., 2009). 
 
5. Origine des cellules dendritiques inflammatoires 
 
La principale source de DC dans un contexte inflammatoire est constituée par les 
monocytes, elles sont nommées DC inflammatoires ou MO-DC. Bien qu’ils ne participent pas 
au développement de DC résidentes, ou peu dans le cas des DC migratoires, ces cellules sont 
une ressource rapidement mobilisable en cas d’inflammation (Jakubzick et al., 2008). La 
capacité de ces cellules  à se différencier en DC a été montrée in vitro en réponse à la 
cytokine GM-CSF (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Des modèles plus complexes chez la 
souris ont pu mettre en évidence cette capacité in vivo. Basée sur l’injection sous-cutanée de 
microbilles fluorescentes permettant de suivre les cellules ayant phagocyté les billes, l’équipe 
de Muller a montré que les monocytes Ly6C
+
 recrutés sur le site inflammatoire se 
différenciaient localement en macrophages et DC (Randolph et al., 1999).  
On distingue deux types de monocytes chez la souris, sur la base de l’expression du 
marqueur Ly6C et CX3CR1, qui diffèrent par leur phénotype et leurs fonctions. Les 
monocytes Ly6C
+
, qui correspondent aux monocytes conventionnelles sont CX3CR1
-
, 
CCR2
+
, CD62
+
 alors que les monocytes Ly6C
-
 sont à l’inverse CX3CR1
+
, CCR2
-
, CD62
-
. 
Les monocytes Ly6C
+
, encore appelés monocytes inflammatoires, sont notamment à 
l’origine des  TipDC. Ces cellules expriment alors le CD11c et les molécules CMH II, CD80 
et CD86 (Serbina et al., 2003). L’importance de ces monocytes dans l’établissement de 
réponses immunitaires de type Th1 a été décrite par le groupe de Carlos Ardavin, lors 
d’infections par Leishmania. Ils ont ainsi montré que les monocytes Ly6C+ étaient recrutés au 
niveau du derme et dans les ganglions drainants où ils se différenciaient localement en DC 
dermiques et initiaient une réponse T CD4
+
 de type 1 contre le pathogène (León et al., 2007). 
Des résultats similaires ont été rapportés après infection par le virus influenza (Nakano et al., 
2009). Récemment, le groupe de Steinman a montré que la lectine DC-SIGN permettait de 
distinguer les MO-DC, au sein des populations de DC classiques (Cheong et al., 2010). Ils ont 
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mis en évidence l’apparition d’une population de DC DC-SIGN
+
 suite à la stimulation par du 
LPS (lipopolysaccharides) in vivo. Les monocytes donnant ces MO-DC perdent rapidement 
l’expression de Ly6C et du M-CSFR pour surexprimer le TLR-4 (Toll-like receptor) et CD14. 
Ils ont également pu montrer pour la première fois que ces MO-DCs acquéraient la 
morphologie d’une DC, qu’elles migraient au niveau des zones T dans les ganglions et étaient 
capables de faire de la présentation croisée des bactéries gram négatives. 
Le second sous-type de monocytes, Ly6C
-
, est également appelé monocytes 
patrouilleurs du fait de leur capacité à se mouvoir sur la paroi de vaisseaux sanguins en 
conditions non-inflammatoires. Contrairement aux monocytes inflammatoires, ces cellules 
semblent avoir des fonctions de régulation négative pendant les réponses inflammatoires et 
participent aux réparations tissulaires. Elles peuvent être différenciées in vitro en 
macrophages ou en DC respectivement en présence de M-CSF et GM-CSF (Swirski et al., 
2009). In vivo, ces monocytes se différencient en macrophages anti-inflammatoires (Auffray 
et al., 2007) ou en DC aux propriétés tolérogènes (Peng et al., 2009). 
Chez l’Homme, le groupe de Frederic Geissman a pu mettre en évidence l’existence 
de populations monocytaires homologues à celles décrites chez la souris. Les monocytes 
CD14
-
CD16
+
 seraient l’équivalent des Ly6C
-
 murins, alors que les monocytes Ly6C
+
 
correspondraient chez l’Homme aux monocytes CD14
+
 indépendamment de l’expression de 
CD16 (Cros et al., 2010). 
 
6. Cytokines contrôlant le développement des cellules dendritiques 
 
La différenciation des précurseurs hématopoïétiques en cellules immunitaires matures 
nécessite la présence de facteurs qui peuvent agir localement au niveau des niches mais 
également à distance à travers la circulation sanguine. Trois cytokines sont principalement 
impliquées dans le développement des DC. (Figure 3). 
 
Le GM-CSF fut historiquement la première cytokine décrite comme capable d’induire 
la différenciation de précurseurs hématopoïétiques (Caux et al., 1992; Inaba et al., 1992), ou 
de monocytes humains (Sallusto and Lanzavecchia, 1994) en DC. Il fut surprenant de 
découvrir que les souris déficientes pour cette cytokine ou son récepteur, ne présentaient pas 
de défaut majeur dans le développement des DC in vivo (Vremec et al., 1997). Il est 
maintenant admis que cette cytokine participe peu au développement des DC dans les organes 
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lymphoïdes mais est important durant les phases inflammatoires (Naik et al., 2006), en 
permettant la différenciation des DC inflammatoires. Néanmoins cette cytokine reste souvent 
utilisée pour générer des DC in vitro à partir de monocytes ou de cellules de moelle osseuse 
(Inaba et al., 1992; Sallusto and Lanzavecchia, 1994). 
 
La cytokine Flt3L et son récepteur Flt3 ont un rôle crucial dans le développement des 
DC chez la Souris comme chez l’Homme. Le flt3L est sécrété par de nombreux tissus non 
hématopoïétiques et par les lymphocytes T activés (Lyman and Jacobsen, 1998; Lyman et al., 
1995). Les niveaux sériques de Flt3L sont mesurables à l’état basal et augmentent lors 
d’inflammation, ou encore après irradiation. Les souris déficientes en Flt3L ou son récepteur 
présentent un nombre réduit de pDC et cDC (Ginhoux et al., 2009; McKenna et al., 2000). À 
l’inverse, chez l’Homme et la Souris, l’injection de Flt3L conduit à une expansion massive 
des populations dendritiques (Karsunky et al., 2003; Maraskovsky et al., 1996; Maraskovsky 
et al., 2000 ). De façon intéressante, il a été observé que les niveaux de Flt3L dans le sérum 
étaient en étroite corrélation avec le nombre de DC. Dans des modèles murins  transgéniques 
où les DC peuvent être éliminées spécifiquement par l’injection de toxine diphtérique, les 
niveaux de Flt3L augmentent significativement dans le sérum après l’injection de toxine et la 
disparition des DC, une fois les DC réapparues les niveaux de Flt3L reviennent rapidement à 
la normale (Hochweller et al., 2009). Ces observations montrent que les niveaux de Flt3L et le 
nombre de DC sont étroitement connectés et l’importance de cette cytokine sur l’homéostasie 
des populations de DC. De façon intéressante, il a été montré qu’il existait une boucle de 
rétrocontrôle, entre le nombre de DC et de lymphocytes T régulateurs, régulée par le Flt3L 
(Darrasse-Jeze et al., 2009), contrôlant ainsi l’homéostasie de ces deux populations nécessaire 
dans la balance entre immunité en tolérance. Une diminution du nombre de lymphocytes T 
régulateurs conduit à la prolifération des DC par un mécanisme dépendant du Flt3L (Liu et 
al., 2009). L’augmentation du nombre de DC permet la division et l’accumulation du nombre 
de lymphocytes T régulateurs par un mécanisme dépendant de l’expression des molécules de 
CMH-II par les DC (Darrasse-Jeze et al., 2009). 
 
 Le M-CSF est une cytokine nécessaire au développement des macrophages. 
Cependant, des travaux récents ont pu montrer que le M-CSF, indépendamment du récepteur 
Flt3, pouvait différencier des précurseurs en cDC et pDC in vitro et in vivo (Fancke et al., 
2008). Les DC différenciées dans ces conditions proviennent majoritairement des CLP. Ces 
DC dérivées à partir du M-CSF, pourraient être à l’origine des 10% de DC que l’on retrouve 
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dans les souris déficientes en Flt3L. Il est possible que la restauration du développement de 
DC ne soit pas plus marquée dans ces souris du fait qu’elles présentent une chute importante 
du nombre de CLP. Enfin, comme nous l’avons décrit précédemment, le M-CSF est 
nécessaire au développement des LC dans la peau (Ginhoux et al., 2006) mais également des 
DC migratoires CD103
- 
(Bogunovic et al., 2009; Ginhoux et al., 2009). 
 
 
 
 
Figure 3 : Les cytokines impliquées dans le développement des cellules dendritiques (D’après 
(Watowich and Liu, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30 
C. La cellule dendritique, charnière entre immunité innée et 
adaptative 
 
Le système immunitaire des mammifères est constitué d’une composante innée et 
adaptative. Les cellules de l’immunité innée, comme les DC, les macrophages, NK, 
neutrophiles et autres polynucléaires, possèdent des récepteurs capables de reconnaître ces 
structures invariantes, typiques de certaines familles de microbes. La réponse adaptative 
assurée par les lymphocytes B et T est plus efficace car elle est spécifique de l’antigène, mais 
demande une phase de latence pour permettre l’expansion clonale et la différenciation des 
lymphocytes T en effecteurs. Cependant, le caractère aléatoire de la génération des récepteurs 
des lymphocytes ne leur permet pas de différencier les antigènes du soi et du non-soi, ce qui 
requiert une éducation à laquelle participe le système inné. Cette coopération entre immunité 
innée et adaptative permet à la fois au système immunitaire de déterminer la provenance des 
antigènes et d’établir une réponse ciblée efficace.  
 Une question se pose alors ; quelles cellules garantissent le lien entre l’immunité innée 
et adaptative ? Comment les lymphocytes B et T qui résident principalement dans les organes 
lymphoïdes sont-ils activés par les antigènes dérivés des pathogènes qui envahissent les tissus 
en périphérie. Il est maintenant connu que ce lien est assuré par les DC qui migrent de la 
périphérie où elles résident et capturent les antigènes pour les présenter dans les ganglions 
lymphatiques drainants où les réponses immunes sont initiées. Une fois activés par les DC, les 
lymphocytes T migrent vers les sites infectieux où ils jouent leurs rôles effecteurs. Les 
cellules B se différencient en plasmocytes qui sécrètent les anticorps spécifiques. 
 
1. La capture et apprêtement de l’antigène 
 
1.1 Les cellules dendritiques conventionnelles  
 
Les DC sont postées dans les organes et les muqueuses où elles jouent le rôle de 
sentinelles. Elles sont alors considérées comme immatures et ont de fortes capacités de 
reconnaissance et de capture des antigènes microbiens et viraux. Les DC utilisent pour cela 
différents moyens. Elles peuvent internaliser des particules ou des bactéries par phagocytose 
(Inaba et al., 1993; Sousa et al., 1993), ou des antigènes solubles par macropinocytose 
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(Sallusto et al., 1995). Elles peuvent également capturer des antigènes par des mécanismes 
d’endocytose à l’aide de récepteurs spécifiques comme les récepteurs aux lectines de type C 
tels que DC-SIGN (Cambi et al., 2003; Engering et al., 2002; van Kooyk and Geijtenbeek, 
2003), DEC-205 (Jiang et al., 1995), la langerine (Valladeau et al., 2000), le récepteur au 
mannose (Sallusto et al., 1995), ou des corps nécrotiques à l’aide de Clec9A (Sancho et al., 
2009). Enfin elles peuvent fixer des complexes immuns grâce aux récepteurs des parties 
constantes (FcR) des immunoglobulines (Ig) G et IgE (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Ces 
mécanismes de capture sont très efficaces : une concentration de l’ordre du picomolaire est 
suffisante pour permettre la présentation des antigènes (Sallusto et al., 1995). Des différences 
dans l’expression de ces récepteurs sont observées entre les différents sous-types de DC qui 
corrèlent avec des fonctions effectrices spécifiques à chaque sous-type. Par exemple, les DC 
CD8!+ qui expriment le récepteur Clec9A sont plus efficaces dans la capture et la 
présentation de corps nécrotiques que les DC CD8!- (Iyoda et al., 2002; Sancho et al., 2009; 
Schulz and Reis e Sousa, 2002). En plus de la capture, certains de ces récepteurs sont 
capables délivrer des signaux activateurs ou inhibiteurs, et ainsi moduler les réponses 
immunes (Figdor et al., 2002). L’engagement des FcR ou du récepteur au mannose peut 
induire la maturation des DC (Chieppa et al., 2003; Regnault et al., 1999). 
 
1.2 Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
 
Les pDC sont également capables de capturer des antigènes grâce à différents 
récepteurs, comme BDCA-2, Siglec-H ou DCIR (Dzionek et al., 2001; Meyer-Wentrup et al., 
2008; Zhang et al., 2006). Cependant la nature exacte des ligands de ces récepteurs n’est pas 
connue et leur rôle précis dans la capture des antigènes reste incertain. Par ailleurs, il a été 
montré que l’engagement de ces récepteurs conduisait à une inhibition de la production 
d’IFN-! par les pDC (Blasius et al., 2004; Dzionek et al., 2001; Meyer-Wentrup et al., 2008). 
 Les pDC expriment le FcRII (CD32) capable de reconnaître et d’internaliser des 
immunoglobulines complexées à la chromatine (Means et al., 2005), des virus (Wang et al., 
2007) ou des antigènes tumoraux (Schnurr et al., 2005). Les complexes immuns contenant de 
l’ADN ou de l’ARN de virus opsonisés peuvent ainsi activer la sécrétion d’IFN-! par les 
pDC. La capture d’acides nucléiques implique également le récepteur RAGE (Receptor for 
Advanced Glycation End-products). Les cellules en nécrose libèrent une protéine 
normalement séquestrée dans le noyau, HMGB-1 (High-Mobility Group Box-1). Cette 
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protéine se lie aux agrégats d’ADN, comme les CpG-A, et forme des complexes ADN-
HMBG-1 qui sont reconnus par RAGE à la surface des pDC. Cette interaction facilite l’entrée 
de l’ADN dans les endosomes, son association au TLR-9 et conduit à la stimulation des pDC 
(Tian et al., 2007 ; Yanai et al., 2009). 
 
2. Mécanismes de présentation des antigènes 
 
Les antigènes capturés sont ensuite chargés sur les molécules du CMH pour être 
présentés aux lymphocytes. Les peptides présentés par le CMH I sont reconnus par les 
lymphocytes T CD8
+
 alors que les complexes CMH II/peptide sont reconnus par les 
lymphocytes T CD4
+
. 
 
Les DC expriment les CMH de classe I et II. On distingue deux types d’antigènes : les 
antigènes endogènes, qui proviennent de la cellule elle-même, et les antigènes exogènes, qui 
proviennent de l’environnement extracellulaire. Les antigènes endogènes sont 
continuellement présentés par les molécules de CMH I grâce au protéasome qui les dégradent 
en peptides. Ces peptides sont ensuite transloqués dans le réticulum endoplasmique par les 
transporteurs TAP où ils se lient aux molécules de CMH I. Les complexes CMH-peptide 
suivent la voie d’exocytose classique à travers l’appareil de Golgi et arrivent à la membrane 
plasmique où ils sont exposés. Cette voie de présentation n’est pas exclusive aux DC, et est 
retrouvée dans toutes les cellules exprimant des molécules de CMH I.  
En revanche, certaines DC comme les DC CD8!+ et CD103+ sont capables de 
présenter des peptides exogènes par les molécules de CMH I. Ce processus, appelé 
présentation croisée, est une fonction spécifique de ces sous-populations de DC. La 
présentation croisée nécessite la formation d’un organelle hybride, appelé ergosome, composé 
par les phagosomes et le réticulum endoplasmique. Ce compartiment, présent dans les DC 
(Guermonprez et al., 2003), contient les antigènes exogènes endocytés, des molécules de 
CMH I et des enzymes nécessaires à la formation des complexes CMH-peptide comme les 
transporteurs TAP (Purcell, 2000). Les polypeptides sont transportés dans le cytosol où ils 
sont dégradés par le protéasome. Les peptides sont ensuite réimportés dans l’ergosome par les 
transporteurs TAP puis chargés sur les molécules de CMH I. Il existe également un autre 
système de présentation croisée passant par le système vacuolaire et indépendant des 
transporteurs TAP. Dans ce cas, les antigènes sont dégradés par les protéases comme la 
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cathepsine S dans la voie endocytique (Shen et al., 2004). Les peptides, ainsi générés, sont 
directement chargés sur les molécules de CMH-I recyclées de la membrane dans les 
endosomes (Basha et al., 2008; Gromme et al., 1999). Ce mécanisme permet au DC CD8!+ 
d’activer les lymphocytes CD8
+
 et donc d’initier des réponses cytolytiques vers des antigènes 
d’origine extracellulaire. S’il a, par ailleurs, été montré que les DC CD8!- pouvaient faire de 
la présentation croisée d’antigènes solubles ou complexés à des immunoglobulines (den Haan 
and Bevan, 2002; Schnorrer et al., 2006), seules les DC CD8!+ sont constitutivement 
capables de présenter efficacement des antigènes exogènes par cette voie (Schnorrer et al., 
2006). 
Pour être présentés par les molécules de CMH II, les antigènes doivent gagner les 
compartiments endosomaux, où ils sont dégradés par des enzymes protéolytiques. Les 
protéines endocytées qu’elles soient endogènes ou exogènes sont dégradées dans les 
endosomes par des protéases appelées cathepsines (Villadangos and Ploegh, 2000). Les 
molécules de CMH II fraîchement synthétisées dans le réticulum endoplasmique rejoignent 
les compartiments endosomaux. Elles sont constitutivement liées à la chaîne invariante Ii, une 
molécule chaperonne, qui prévient le chargement de peptide, avant que les molécules CMH 
ne parviennent aux endosomes, en occupant la poche à peptide (Elliott et al., 1994). Une fois 
dans la voie endocytique, une succession de dégradations de la chaîne invariante Ii par 
plusieurs cathépsines, et notamment la cathépsine S, conduit à la formation du peptide CLIP, 
qui sera remplacé par un peptide antigénique dans les lysosomes tardifs. Le complexe CMH-
peptide ainsi formé est dirigé vers la membrane plasmique pour être présenté aux 
lymphocytes T CD4
+
. 
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Figure 4 : Les voies de présentation de l’antigène par les cellules dendritiques (D’après 
(Villadangos and Schnorrer, 2007). 
 
3. La reconnaissance des signaux de danger et maturation   
 
 Pour être efficace, les DC doivent pouvoir reconnaître le « soi » du « non 
soi infectieux » pour déterminer l’origine des antigènes qu’elles capturent et initier soit de la 
tolérance soit une réponse immunitaire. Il y a plus de vingt ans, Charles Janeway Jr, émit 
l’hypothèse que cette capacité du système inné était basée sur la reconnaissance de motifs 
conservés exprimés uniquement par les pathogènes (Janeway, 1989). Ces motifs, appelés 
PAMP (Pathogen-Associted Molecular Pattern), sont caractérisés par le fait qu’ils sont 
uniques aux micro-organismes et donc absents des cellules eucaryotes ; qu’ils sont communs 
à une même famille de pathogènes et qu’ils sont indispensables à la survie de ces micro-
organismes. Les récepteurs reconnaissant ces structures sont appelées « Pattern Recognition 
Receptor » (PRR) et regroupent de nombreuses familles de protéines comme les récepteurs 
TLR, RLR (RIG-I-like Receptor) ou certains CLR (C-type Lectin Receptor). La 
reconnaissance de ces motifs par les PRR induit des signaux intracellulaires qui régulent de 
nombreux processus biologiques, comme la dynamique du cytosquelette et des endosomes, 
l’expression de cytokine et de chimiokines.  
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Le modèle du « soi » du « non soi » du Janeway permet d’expliquer les réponses 
immunitaires contre les antigènes extérieurs, mais ne peut rendre compte des réponses anti-
tumoral, des rejets de greffes ou des maladies auto-immunes. Le modèle proposé par Polly 
Matzinger en 1994, introduit la notion de signaux de danger, et vient compléter le modèle 
proposé par Janeway (Matzinger, 1994). Ce qui importe dans ce modèle n’est pas la 
provenance de l’entité qui stimule le système immunitaire mais si cette entité cause ou non 
des dommages. Ainsi, des signaux de danger sont relargués par les cellules endommagées par 
les infections bactériennes, virales, fongiques, mais également lors de processus non 
infectieux comme l’apparition d’une tumeur ou la nécrose tissulaire. Ces signaux sont 
détectés par l’organisme comme des menaces qui conduisent à l’activation des cellules 
immunitaires. Au contraire, la mort cellulaire programmée, comme l’apoptose, nécessaire au 
renouvellement des tissus sains ne permet pas à la maturation des cellules présentatrices 
d’antigène (CPA) (Matzinger, 1998). Ces signaux de dangers sont assurés par les protéines 
qui sont normalement séquestrées dans les cellules, comme l’acide urique (Shi et al., 2003), 
les HSP (Heat-Shock Protein), les acides nucléiques comme l’ADN ou l’ATP, ou des 
molécules complexées à l’ADN comme HMGB-1 (Lotze and Tracey, 2005). 
Expérimentalement, il a été montré que ces molécules induisaient la maturation des DC, 
amplifiaient la présentation des antigènes (Gallucci et al., 1999; Sauter et al., 2000) ou la 
sécrétion de cytokines (Tian et al., 2007). 
 Ces signaux de danger endogènes appelés alarmines ou DAMP (Danger-Associated 
Molecular Patterns) viennent compléter la liste des signaux exogènes, les PAMP, qui sont 
reconnus par les PRR et induisent à la maturation des DC. 
  
3.1 Les récepteurs Toll-like 
 
La famille des TLR (Toll-like Receptor) est la catégorie de PRR la mieux caractérisée 
à ce jour. Les TLR sont des glycoprotéines transmembranaires avec un domaine 
extracellulaire riche en leucine et un domaine TIR (Toll-IL-1 Receptor) cytoplasmique 
similaire au récepteur à l’IL-1 (Bowie and O'Neill, 2000).  On dénombre 13 TLR chez les 
Mammifères. Les TLR-11, -12 et -13 sont exprimés chez la souris mais sont absent chez 
l’Homme (Tableau 1). Ils peuvent être localisés à la surface de cellules, comme les TLR-1,-
2,-4,-5,-6 et -11, et reconnaissent des lipides, des lipoprotéines ou les peptidoglycanes des 
bactéries, des champignons et des protozoaires (Iwasaki and Medzhitov, 2004). Les TLR-3, -
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7,-8 et -9 sont localisés dans les endosomes et sont spécialisés dans la détection des virus et 
des acides nucléiques bactériens (Blasius and Beutler, 2010).  
Il existe des différences de profil d’expression de ces récepteurs entre les sous-types 
de DC. Chez l’Homme, les pDC sont spécialisées dans la détection des virus et expriment 
principalement les TLR endosomaux -7 et -9 alors que les cDC expriment les TLR-1,-2,-3,-5,-
6 et -8. Chez la souris, ces différences sont moins marquées. Toutes les DC expriment les 
TLR décrits chez cette espèce, de -1 à -9, à l’exception du TLR-3 absent chez les pDC et les 
CD4
+
CD8!-, et les TLR-5 et -7 absents chez les DC CD8!+ (Iwasaki and Medzhitov, 2004).  
 
 
 
Tableau 1 : Expression des récepteurs Toll-like dans les sous-populations de cellules 
dendritiques chez l’Homme et la souris (d’après (Iwasaki and Medzhitov, 2004 ; Luber et al., 
2010; Yarovinsky et al., 2005 ). 
 
3.1.1 Les ligands reconnus par les récepteurs Toll-like 
 
 La nature des ligands reconnus par les TLR est aujourd’hui bien caractérisée hormis 
pour les TLR-10, 12 et 13. Le TLR-4 fut le premier décrit chez les Mammifères (Medzhitov 
et al., 1997). Il est impliqué dans la reconnaissance des lipopolysaccharides contenus dans les 
bactéries Gram négatives. Le TLR-4 ne reconnaît pas directement le LPS, mais s’associe aux 
molécules MD-2 et CD14. Le CD14 est un récepteur de haute affinité au LPS et la molécule 
MD-2 permet la signalisation du complexe. Le TLR-4 peut également reconnaître la protéine 
chaperonne HSP60 (Ohashi et al., 2000). Cette protéine est considérée comme une alarmine, 
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libérée des cellules nécrotiques, des tissus endommagés ou infectés. Le TLR-2 est impliqué 
dans la reconnaissance de différentes molécules des bactéries Gram-positive comme les 
acides lipotéichoïdes (LTA), le peptidoglyclane (PGN) et des lipoprotéines. La vaste variété 
de ligands reconnus par le TLR-2 s’explique en partie par les hétérodimères qu’il peut former 
avec les TLR-1 et -6 ((Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et al., 2001). Enfin, le TLR-5 a été 
décrit dans la reconnaissance de la flagelline, une protéine constituant les flagelles des 
bactéries (Hayashi et al., 2001). 
 Les TLR localisés dans les endosomes reconnaissent les acides nucléiques viraux et 
bactériens. Des étapes de clivage, assurées par l’asparagine endopeptidase (AEP) et les 
cathepsines, sont nécessaires pour que ces TLR (Ewald et al., 2011; Sepulveda et al., 2009 ). 
Le TLR-3 permet la détection des ARN double brin, produits par la plupart des virus au cours 
de leur réplication. Les ARN simple brins riches en uridine et guanosine sont reconnus par les 
TLR-7 et -8. Des ligands synthétiques peuvent être utilisés pour stimuler les TLR et activer la 
sécrétion de cytokines. Ainsi, le polyinosine-polycytosine (PolyIC) est reconnu par le TLR-3 
et, les imidazoquinolines, comme le resiquimod (R848) sont des puissants activateurs des 
TLR-7 et -8.  Enfin, les virus à ADN, tels que le cytomégalovirus ou le virus herpetique 
(HSV) sont reconnus par le TLR-9. La reconnaissance de l’ADN par ce TLR dépend de la 
présence de motifs CpG non méthylés qui diffèrent de l’ADN des Mammifères qui contient 
quatre fois moins de motifs CpG et sont peu méthylés. Des oligonucléotides synthétiques 
(CpG-ODN) contenant des liens phosphorothioates sont couramment utilisés pour stimuler le 
TLR-9. Il existe 3 types de CpG-ODN qui induisent des réponses différentes. Les CpG de 
type A induisent la production d’IFN-! par les pDC alors que les CpG de type B, la 
production de cytokines pro-inflammatoires et la maturation des pDC. Enfin, les CpG de type 
C combinent les effets des CpG A et B. Les différences de réponses induites par ces stimuli 
s’expliquent par le fait que le TLR-9 est engagé dans des compartiments distincts en fonction 
du type de CpG. Les différentes voies d’activation des TLR-7 et -9 sont détaillées dans le 
chapitre C-3.1.3.  
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3.1.2 Voies de transduction du signal en aval des récepteurs Toll-like 
 
L’activation des voies de signalisation dépendantes de TLR est à l’origine de 
nombreuses fonctions des DC, comme la sécrétion de cytokines, de chimiokines ou la 
surexpression des molécules de stimulation. Les conséquences de l’activation des DC sont 
précisées dans le chapitre C-4.  
Quelques soient les TLR engagés, le signal est toujours initié par le domaine TIR pour 
permettre l’activation des voies NF#B et MAP (Mitogen-Activated protein) kinases. Après 
homo- ou hétérodimérisation des TLR, quatre molécules adaptatrices sont recrutées au niveau 
du domaine TIR et sont nécessaires à la transduction du signal. Les molécules MyD88 
(Myeloid differentiation primary response gene) et TRIF sont responsables de l’activation de 
deux voies distinctes conduisant respectivement à la production de cytokines pro-
inflammatoires et d’IFN de type I (Figure 5). 
MyD88 est nécessaire à tous les TLR, excepté le TLR-3. Il s’associe directement aux 
TLR via le domaine TIR ou par l’intermédiaire d’une protéine adaptatrice TIRAP dans le cas 
du TLR-2 et -4 (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002; Horng et al., 2001). MyD88 
recrute ensuite IRAK-4 (IL1Receptor Associated Kinase-4) et TRAF-6 (TNF-Receptor 
Associated Factor-6). TRAF-6 induit l’activation de TAK1 et MKK6 qui vont à leur tour 
activer, respectivement, les voies NF#B, JNK (c-Jun N-termnial kinase) et MAP kinase 
(Wang et al., 2001). Cette voie permet d’induire la sécrétion de cytokines comme l’IL-1", 
l’IL-6 ou le TNF-!. 
Dans les cDC, la stimulation des TLR-3, -4, est capable d’induire la production d’IFN-
I en plus des cytokines pro-inflammatoires. Cette voie de signalisation, indépendante de 
MyD88, est initiée par la molécule TRIF (Hoebe et al., 2003; Yamamoto et al., 2003a), qui 
active la kinase TBK-1 (TANK-binding kinase 1). Cette kinase phosphoryle le facteur de 
transcription IRF-3 qui après homodimérisation, transloque dans le noyau où il active la 
transcription des gènes IFN. Le TLR-4 signale de la même manière, mais nécessite en plus la 
molécule TRAM qui s’associe au TLR-4 et TRIF (Yamamoto et al., 2003b). 
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Figure 5 : Voies de signalisation en aval des récepteurs Toll-like dans les cellules 
dendritiques conventionnelles (d’après (Takeda and Akira, 2004). 
 
3.1.3 Signalisation des TLR-7 et TLR-9 dans les cellules dendritiques 
plasmacytoïdes 
 
Dans les pDC, la stimulation de TLR-7 et -9 induit principalement la production 
d’IFN-!. La production d’IFN de type I induite par les TLR-7 et -9 dépend de MyD88 
contrairement aux TLR-3 et -4 dans les cDC, dont la réponse IFN est dépendante de TRIF. La 
production d’IFN-! dans les pDC nécessite la translocation nucléaire du facteur IRF-7 
(Honda et al., 2005b). Ce facteur est d’abord recruté au niveau du TLR au sein d’un complexe 
formé par les molécules MyD88, IRAK-1, IRAK-4, et TRAF-6. Ceci permet la 
phosphorylation d’IRF-7 qui interagit ensuite avec TRAF-3, I#B, IRAK-1 et l’ostéopontine 
(Kawai et al., 2004; Shinohara et al., 2006). L’activation de la voie PI3K (Phosphatidylionsitol 
3-Kinase) et des molécules en aval de cette signalisation comme mTOR (Mammalian Target 
of Rapamycin), sont également impliquées dans la translocation d’IRF-7 dans le noyau (Cao 
et al., 2008; Guiducci et al., 2008) (Figure 6). 
La sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-!, l’IL-6 ou l’IL-12 par 
les pDC emprunte les mêmes voies de signalisation décrites précédemment dans les cDC, 
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macrophages et les lymphocytes B. Il n’est pas encore clair si la signalisation des voies 
conduisant à la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires ou d’IFN-! a lieu simultanément 
ou séquentiellement. La signalisation du TLR-9 dans les endosomes précoces corrèle avec le 
recrutement de l’IRF-7 et l’induction de l’IFN-! (Honda et al., 2005a), suggérant que la 
signalisation des TLR dans les endosomes précoces est différente de celle qui a lieu dans les 
endosomes tardifs. Cette observation explique les différences de sécrétion de cytokines 
induites dans les pDC par la stimulation avec les CpG de type A et B. Les CpG de type A 
s’agrègent, et sont retrouvés au niveau des endosomes précoces alors que les CpG de type B, 
monomériques, se retrouvent rapidement dans les endosomes tardifs et les lysosomes 
(Guiducci et al., 2006; Honda et al., 2005a). Cette rétention des CpG-A permet la formation 
du complexe multiprotéique nécessaire à la transduction du signal conduisant à la sécrétion 
d’IFN-! (Honda et al., 2005a; Kerkmann et al., 2005). Plus récemment, le groupe d’Iwasaki a 
pu montrer que localisation des TLR-7 et -9 dans les endosomes était assurée par la proteine 
AP-3 (Adaptor protein 3) (Sasai et al., 2010). Les pDC  déficientes en AP-3 sont incapables 
de produirent de l’IFN-!, alors que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires n’est pas 
affectée.  
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Figure 6 : Voies de signalisation en aval des TLR intracellulaires (D’après (Blasius and 
Beutler, 2010). 
  
3.2 Les récepteurs RIG-I-like  
 
 Si les pDC utilisent exclusivement les TLR localisés dans les endosomes pour détecter 
les virus et produire des IFN de type I, les cDC possèdent des senseurs cytoplasmiques en 
plus du TLR-3. Les protéines RIG-I (Retinoic acid inducible gene-I) et MDA-5 (Melanoma 
Differentiation-Associated-5) sont des ARN hélicases qui possèdent deux domaines CARD 
(CAspase Recruitement Domain) en partie N-terminal. La reconnaissance des ARN double 
brins, par les RLR, initie le recrutement de la molécule IPS1 (Interferon " Promoter 
Stimulator-1, aussi connue sous le nom de MAVS, VISA ou CARDIF) au niveau des 
domaines CARD (Kawai et al., 2005). IPS1 s’associe à TRAF3 qui recrute et active les 
kinases TBK-1 et IKK-$ qui phosphorylent à leur tour les facteurs IRF-3 et IRF-7 (Seth et al., 
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2005). La phosphorylation des IRF conduit, comme dans le cas de l’activation par les TLR, à 
leur translocation dans le noyau et l’activation des gènes codant pour les IFN-I. 
 
4. Conséquences de la perception d’un danger, la maturation  
  
 Dans les modèles de Janeway et Matzinger, le système immunitaire inné possède des 
récepteurs reconnaissant des signaux synonymes des dommages pour l’organisme et instruit 
ainsi le système adaptatif en déclenchant ou non une réponse immune (Matzinger, 1998). 
L’engagement de ces PRR conduit à l’activation des DC, sans cette activation aucune réponse 
n’est initiée. L’activation se traduit par des changements phénotypiques et fonctionnels de la 
DC qui devient, d’une cellule capturant les antigènes, une cellule présentatrice d’antigènes. 
Ce phénomène est appelé maturation et se traduit par un bouleversement de la biologie de la 
cellule comme la perte des récepteurs d’endocytose/phagocytose, la surexpression des 
molécules de costimulation CD40,CD80 et CD86, la sécrétion de cytokines, des changements 
dans la dynamique de la présentation des molécules de CMH, ainsi que des changements 
morphologiques avec une réorganisation du cytosquelette. 
 Tous ces changements sont nécessaires pour que la DC devienne une CPA efficace, 
mais le plus important est sûrement l’acquisition des molécules de co-stimulation qui permet 
d’activer les lymphocytes T qui sans ce signal meurent par apoptose ou entrent en anergie. 
 
4.1 La migration 
 
 L’un des premiers événements après la capture des antigènes et la reconnaissance des 
signaux de danger est la migration de la DC de la périphérie vers les nœuds lymphatiques 
drainants.  
 Avant l’activation, les cDC retrouvées dans les tissus peuvent exprimer les récepteurs 
aux chimiokines CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR1,CXCR2 et CXCR4, avec quelques 
différences dans les profil d’expression entre les sous-types de DC. Les ligands de ces 
récepteurs sont exprimés par les tissus en périphérie et attirent les DC immatures dans ces 
tissus où elles jouent leur rôle de sentinelle. Après stimulation des PRR, la maturation de la 
DC s’accompagne d’un phénotype migratoire et de la surexpression de la molécule CCR7 
(Dieu et al., 1998). Elles deviennent alors sensibles aux chimiokines CCL19 et CCL21 et 
migrent dans les zones T des ganglions des organes lymphoïdes (Förster et al., 1999). CCL21 
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est constitutivement exprimée par les HEV (High Endotheliale Venules) et CCL19 et CCL21 
sont produites par les cellules stromales des zones T dans les ganglions (Gunn et al., 1998; 
Yoshida et al., 1997). L’importance de cette communication entre CCR7 et ses ligands sur le 
recrutement des DC dans les organes lymphoïdes a été mise en évidence dans les souris 
déficientes pour CCR7 qui présentent une forte altération du recrutement des DC après 
activation (Förster et al., 1999). 
 Les DC en suivant les gradients de CCL19 et CCL21, se retrouvent alors dans les 
mêmes zones que les lymphocytes T naïfs qui expriment constitutivement CCR7. Cette 
colocalisation permet une interaction optimale entre les DC et les lymphocytes T. 
 
 Les processus migratoires au cours de la vie d’une pDC sont assez différents de ceux 
décrits pour les cDC migratoires. Après leur développement dans la moelle osseuse, les pDC 
migrent directement vers les zones T. Elles arrivent par le sang et passent par les HEV par des 
mécanismes dépendant de l’expression de CCR7 et CD62L (Diacovo et al., 2005). 
L’expression de ces récepteurs explique notamment que peu de pDC sont retrouvées dans les 
tissus périphériques en condition non inflammatoire (de Heer et al., 2004; Wollenberg et al., 
2002), à l’exception des reins (Woltman et al., 2007) et de l’intestin (Wendland et al., 2007). 
Elles sont en revanche recrutées massivement sur les sites d’infections virales (Gerlini et al., 
2006; GeurtsvanKessel et al., 2008; Smit et al., 2006) ou des maladies auto-immunes (Farkas 
et al., 2001; Lande et al., 2004; Nestle et al., 2005). Les mécanismes contrôlant le recrutement 
des pDC dans les tissus enflammés sont encore mal compris. Néanmoins, il a été montré, chez 
l’Homme, que la chemerine participait à la localisation des pDC grâce à l’expression du 
récepteur CMKLR1 (Chemokine-like receptor 1, aussi appelé ChemR23). La distribution in 
vivo de la chemerine, localisée du coté luminal des HEV en conditions basales et au niveau 
des vaisseaux sanguins inflammés, suggère un rôle clef de cette chimiokine dans le contrôle 
du trafic des pDC (Vermi et al., 2005; Zabel et al., 2005). Le comportement migratoire des 
pDC est donc associé à un rôle de présentation antigénique et/ou d’immunorégulation sur le 
site inflammatoire, plutôt qu’au transport de l’antigène et à sa présentation dans les ganglions 
lymphatiques comme les cDC. 
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4.2 La présentation des antigènes, différences entre cDC et pDC 
 
Le second changement induit par la maturation est l’arrêt de l’endocytose et de 
l’apprêtement des molécules de CMH. Les cDC immatures expriment constitutivement des 
complexes CMH-peptides à leur surface. Le nombre de molécules à la membrane plasmique 
restent constant du fait d’un recyclage permanent et rapide des complexes (Cella et al., 1997; 
Veeraswamy et al., 2003; Villadangos et al., 2001). L’activation de la DC conduit à une 
augmentation de la capture d’antigènes (West et al., 2004) et de la synthèse de molécules de 
CMH II qui sont préférentiellement acheminées vers les endosomes contenant les antigènes 
(Blander and Medzhitov, 2006). Cette augmentation transitoire est rapidement inhibée par la 
disparition du facteur clef de la machinerie de présentation du CMH II, CIITA (Class II 
TransActivator) (Landmann et al., 2001). L’ubiquitination des molécules de CMH II est 
arrêtée, entraînant leur accumulation à la surface des DC (Shin et al., 2006). Ces 
modifications permettent de prévenir la présentation d’antigènes rencontrés après la 
maturation et diminuent le recyclage des molécules de CMH II. Ceci permet aux cDC matures 
de présenter pendant plusieurs jours à leur surface les antigènes rencontrés au moment de leur 
activation aux lymphocytes T CD4
+
 (Cella et al., 1997; Inaba et al., 1997; Pierre et al., 1997). 
 
Il est intéressant de noter que les changements dans la présentation du CMH II qui ont 
lieu dans les cDC ne sont pas retrouvés dans les pDC. La synthèse de molécules de CMH II 
est maintenue dans les pDC activées (Young et al., 2008). Ceci s’explique par le fait que 
CIITA n’est pas éteint dans les pDC activées (LeibundGut-Landmann et al., 2004) et que 
l’ubiquitination et donc le recyclage des molécules de CMH II ne sont pas ralentis (Young et 
al., 2008). Ce qui concrètement, se traduit par une incapacité des pDC activées à accumuler 
des complexes CMH-peptide de façon prolongée. Ce mécanisme explique probablement le 
fait que les pDC sont moins efficaces que les cDC dans la présentation des antigènes 
exogènes. Ceci peut être compensé si la quantité d’antigène est relativement abondante 
(Dzionek et al., 2001; Meyer-Wentrup et al., 2008; Schnurr et al., 2005; Zhang et al., 2006) 
ou dans le cas des antigènes endogènes qui sont en permanence disponibles (Young et al., 
2008). La relevance de ce mécanisme peut être importante dans le cas d’infection virale ; 
alors que les cDC matures infectées ne peuvent plus apprêter les antigènes viraux endogènes 
(Young et al., 2007), les pDC gardent la possibilité de présenter ces antigènes (Young et al., 
2008). En conclusion, les modifications induites par la maturation sur les machineries de 
présentation des cDC et pDC sont qualitativement différentes, mais représentent des 
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mécanismes complémentaires nécessaires à la présentation des antigènes aux lymphocytes T 
CD4
+
. 
 
5. Activation et initiation de la réponse immunitaire adaptative 
 
Cette partie est consacrée à la fonction ultime des DC, l’initiation et le contrôle des 
réponses immunitaires. Nous verrons ainsi comment les DC matures qui ont migré dans les 
ganglions lymphatiques activent les lymphocytes T et polarisent les réponses effectrices. 
 
5.1 L’activation de la cellule T, le concept des 3 signaux 
  
 Les lymphocytes T naïfs nécessitent trois signaux délivrés par les DC matures pour 
pouvoir s’activer et initier une réponse effectrice. La reconnaissance du complexe CMH-
peptide constitue le premier signal. Les DC expriment dix à cent fois plus de molécules de 
CMH comparativement aux autres CPA comme les B ou les monocytes (Inaba et al., 1997). 
Les lymphocytes T CD4
+
 activés se différencient en lymphocytes T auxiliaires (ou Th pour T 
helper cells), nommés ainsi car ils apportent une aide à l’activation des lymphocytes B 
(Parker, 1993; Stevens et al., 1988) et des lymphocytes T CD8 mémoires (Shedlock and Shen, 
2003) en exprimant la molécule de co-stimulation CD40L. Cette molécule est également 
importante dans la communication entre la DC et la cellule T, car elle permet d’amplifier le 
signal 3, comme la sécrétion de cytokines par la DC (Schulz et al., 2000; Sporri and Reis e 
Sousa, 2003). Enfin, les lymphocytes Th permettent également la polarisation des réponses 
effectrices, en produisant des cytokines comme l’IFN%, IL-4 ou l’IL-17.  
 Le second signal est la costimulation. Induite par la maturation, l’expression par les 
DC des molécules de costimulation telles que CD80 et CD86 permet l’engagement de la 
molécule CD28 à la surface des lymphocytes T. La costimulation est une condition sine qua 
non à l’activation des lymphocytes T sur laquelle se base les modèles instructifs du système 
adaptatif par l’immunité innée (Matzinger, 1998; Matzinger, 2002). Sans ce signal, les 
lymphocytes T ayant reçu le premier signal sont inactivés par anergie ou délétion conduisant à 
la tolérance de l’antigène présenté.  
 Enfin, le signal 3 désigne les messagers envoyés par la DC permettant d’orienter la 
réponse effectrice vers des réponses T de type 1 (Th), Th2, Th17 ou encore régulatrices 
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(Treg) (Curtsinger et al., 2003; Kali ski et al., 1999). Ces signaux regroupent les cytokines, 
comme l’IL-12, qui promeut la différenciation des lymphocytes T en Th1 et CTL 
(Lymphocytes T cytotoxiques), (Trinchieri, 2003) ou les molécules de surface comme les 
ligands de Notch, qui favorisent la réponse Th2 (Amsen et al., 2004; Tu et al., 2005) 
 
5.2 La polarisation de la réponse immunitaire 
 
Il n’existe pas de voie de différenciation des lymphocytes Th par défaut. Leur 
expansion clonale doit s’accompagner de leur différenciation en Th1, Th2, Th17 ou Treg.  
Les réponses effectrices sont donc orientées par les DC qui instruisent ces lymphocytes Th. 
Les cytokines comme l’IL-12, l’IL-4, l’IL-6 ou encore le TGF-", sont essentielles à 
l’expression de facteurs de transcription nécessaires à la différenciation des lymphocytes Th. 
L’IL-12 sécrétée principalement par les DC CD8!+ joue un rôle crucial dans le 
développement des réponses Th1 (Hsieh et al., 1993; Manetti et al., 1993; Trinchieri, 2003). 
L’IL-12 est une cytokine hétérodimérique, composée de deux sous-unités la p40 et la p35 qui 
forment l’IL-12p70 bioactive. La sous-unité p40 est partagée avec l’IL-23, cette cytokine, 
aussi sécrétée par les DC (Smits et al., 2004), est impliquée dans le développement et 
l’expansion des lymphocytes Th17. Les réponses immunitaires Th1 sont caractérisées par la 
production d’IFN% et sont décrites lors d’infections par des pathogènes intracellulaires comme 
Leishmania major ou Listeria monocytogenes. 
L’IL-6 est une cytokine qui a un rôle pivot dans l’émergence des réponses Th17 et 
Treg. Alors que l’IL-23 permet l’expansion des Th17 déjà différenciés, IL-6 en combinaison 
avec le TGF-" permet la différenciation de Th17 à partir des cellules naïves. Le TGF-" seul 
induit le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead Box P3) à l’origine du développement 
extrathymique des Treg, alors que l’IL-6 inhibe Foxp3 et permet l’expression de ROR%T 
nécessaire aux Th17 (Bettelli et al., 2006; Yang et al., 2008). Les lymphocytes Th17 sont 
retrouvés dans de nombreuses maladies auto-immunes et semblent être impliqués dans la 
protection contre les pathogènes comme Candida albicans, Staphylococcus aureus et 
Mycobacterium tuberculosis. 
Le TGF-" et l’IL-10 sont les cytokines généralement décrites dans l’induction des 
lymphocytes T CD4
+
 régulateurs (Levings et al., 2002). Le rôle de ces lymphocytes est 
d’inhiber les réponses immunitaires, ils permettent la contraction des réponses inflammatoires 
et la tolérance périphérique. 
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Enfin, l’IL-4, cytokine canonique des réponses Th2, n’est pas produite par les DC. Ces 
réponses, importantes dans la lutte des pathogènes extracellulaires, comme les helminthes, 
peuvent être instruites par des molécules exprimés par les DC. Les molécules comme OX40L 
(Ito et al., 2005), ou les ligands de Notch, comme Jagged-1 et Jagged-2, permettent d’induire 
ce type de réponse (Amsen et al., 2004). Il est vraisemblable que ces signaux instructeurs 
promeuvent la production d’IL-4 par les lymphocytes T CD4
+
 naïfs eux-mêmes permettant de 
façon autocrine la différenciation de lymphocytes en Th2, en particulier en absence de 
signaux conduisant à la production d’IL-12 par les DC (Paul and Zhu) 
 
5.3 Contribution des différentes sous-populations de DC dans la réponse 
immunitaire 
 
 
5.3.1 Les cellules dendritiques conventionnelles 
 
 L’existence de différentes sous-populations de cDC, avec des profils d’expression de 
PRR et des localisations anatomiques différentes, suggère une spécialisation dans la 
reconnaissance de certains types de pathogènes et l’induction de réponses immunitaires 
distinctes. De nombreuses études ont pu mettre en évidence les fonctions particulières à 
certaines DC. 
Dans les organes lymphoïdes secondaires, les DC CD8!+ résident dans les zones T. 
Ces DC ont la capacité de produire des quantités importantes d’IL-12p70 (Hochrein et al., 
2001; Reis e Sousa et al., 1997 ), ce qui corrèle sûrement avec leur plus grande efficacité à 
induire des réponses Th1 (Maldonado-López et al., 1999; Pulendran et al., 1999). Plusieurs 
études ont montré que ce sous-type de DC avait un rôle crucial dans la présentation croisée 
des antigènes viraux aux lymphocytes T CD8
+
 au cours des infections par le virus herpétique 
ou grippal (Belz et al., 2004a; Smith et al., 2003). Elles permettent ainsi l’établissement d’une 
réponse cytotoxique. À l’inverse, les DC CD8!-, situé dans les zones marginales de la rate et 
les sinus sous-capsulaires des ganglions, induisent l’activation de cellules T sécrétant des 
cytokines Th2 comme l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-10 (Maldonado-López et al., 1999). 
Les DC qui tapissent le tractus intestinal sont en permanence exposées à la flore 
commensale, aux nutriments, et à des pathogènes potentiels. Une balance fine entre immunité 
et tolérance est donc nécessaire.  Au niveau de l’intestin, les DC transportent continuellement 
les bactéries commensales, et corps apoptiques des cellules épithéliales jusqu’aux ganglions 
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mésentériques (Huang et al., 2000; Macpherson and Uhr, 2004). Ces DC sont dans un 
microenvironnement favorisant les réponses de type régulatrices. Les facteurs solubles 
comme l’IL10, le TGF-" et l’acide rétinoïde conditionnent ces DC à promouvoir la tolérance  
(Annacker et al., 2005; Coombes et al., 2007). Il a, par exemple, été montré que les DC de la 
lamina propria étaient bien plus efficaces que le DC de la rate dans la conversion de cellules 
T naïves Foxp3
-
 en cellules régulatrices Foxp3
+
 (Coombes et al., 2007; Sun et al., 2007). 
Cette conversion dépend du TGF-" et de l’acide rétinoïde. Les DC CD103+ possèdent une 
enzyme capable de convertir la vitamine A en acide rétinoïque ce qui les rend plus efficaces 
dans l’induction de Treg comparée aux DC CD103
-
. Les DC CD103
+
 partagent par ailleurs 
avec les DC CD8!+ la capacité de faire de la présentation croisée et de capturer des débris de 
cellules mortes grâce à l’expression de la lectine CLEC9A. Il semble que ces DC, en 
participant à la clairance des cellules apoptotiques et en présentant les auto-antigènes 
contribuent au maintien la tolérance et à l’intégrité de l’intestin. À l’inverse, les DC CD103
-
, 
favorisent le développement de la réponse Th17 (Denning et al., 2007). Elles sont les 
principales productrices de cytokines inflammatoires comme le TNF-!, l’IL-6 et l’IL-12p40 
(Coombes et al., 2007 ; del Rio et al., 2008). Dans les poumons, elles permettent le 
recrutement des cellules T (CXCL10 et CXCL4), des neutrophiles (CXCL1 et CXCL2) ou 
des monocytes (CCL2, CCL6 et CCL9) sur le site inflammatoire (Beaty et al., 2007). Dans 
des conditions immunogènes, comme lors d’infection par le virus influenza ou HSV, les DC 
CD103
+
 des poumons, permettent l’activation de cellules T CD8
+
 naïves. L’activation de 
lymphocytes T CD4
+
 est alors assurée par les deux types de DC de façon similaire (Belz et 
al., 2004b; Hao et al., 2008 ; Kim and Braciale, 2009).  
Les mêmes résultats ont été obtenus pour les DC de la peau, où les DC dermiques 
CD103
+
 sont impliquées dans la présentation croisée des antigènes viraux (Bedoui et al., 
2009). Les DC dermiques CD11b
+
 activent les lymphocytes T CD4
+
 et permettent le 
développement de réponse Th1 (Filippi et al., 2003; Itano et al., 2003; Zhao et al., 2003). Les 
premières études in vivo ont montré que les LC épidermiques n’étaient pas capables d’activer 
les lymphocytes T CD4
+
 (Zhao et al., 2003) ou CD8
+
 (Allan et al., 2003) après une infection 
par HSV. Ces résultats étaient surprenants, sachant que ces mêmes LC sont capables d’activer 
efficacement les lymphocytes T in vitro (Schuler and Steinman, 1985). Allan et al. suggèrent 
alors que les LC ne sont pas responsables de l’induction de la réponse anti-virale cytotoxique, 
et que celle-ci est due aux DC CD8!+ résidant dans les ganglions (Allan et al., 2003). Une 
étude, utilisant l’injection intradermique d’un vecteur lentiviral a montré toutefois que les LC 
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étaient nécessaires à l’induction d’une réponse T CD8
+
 spécifique de l’antigène. Les 
différences observées entre ces études suggèrent que les virus cytolytiques comme HSV 
empêcheraient les LC d’activer les réponses T en induisant leur apoptose (He et al., 2006). 
Les DC résidentes des ganglions sont alors capables de capturer les antigènes des DC 
apoptotiques et  de les présenter aux T CD8
+
 (Bosnjak et al., 2005). 
Ces études mettent en évidence combien l’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle 
des populations dendritiques est importante pour le développement et le contrôle de réponses 
immunitaires appropriées. 
 
5.3.2 Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 
 
 
 Les pDC représentent une population rare, elles représentent moins d’un pourcent des 
cellules mononuclées du sang. Elles sont pourtant à l’origine de 95% de l’IFN-!/" produit 
lors des infections virales (Siegal et al., 1999). Elles peuvent produirent jusqu’à mille fois 
plus d’IFN que n’importe quel autre type de cellules, et dédient près de 60% de leur 
transcriptome à l’expression de gènes codant pour les IFN-I. Cette capacité unique en 
association avec l’expression de TLR-7 et -9 en fait des cellules cruciales dans les réponses 
antivirales. Leurs rôles ont été démontrés dans de nombreux modèles infectieux chez la souris 
(Dalod et al., 2003 ; Krug et al., 2004a ; Krug et al., 2004b ; Lund et al., 2003). Les pDC sont 
capables d’exprimer tous les sous-types d’IFN de type I (IFN-!, IFN-", IFN-& et IFN-' 
excepté l’IFN-#), de type III (IFN-() mais pas de type II (IFN-%). Les interférons de type I, en 
plus de leur rôle d’interférence dans la réplication virale (Kadowaki et al., 2000; Samuel, 
2001), ont un large champ d’action sur les autres cellules immunitaires. Ils accroissent les 
fonctions cytolytiques de cellules NK et CTL (Dalod et al., 2003; Gerosa et al., 2005; Krug et 
al., 2004a), augmentent la production d’anticorps par les lymphocytes B (Le Bon et al., 2001), 
stimulent la production des cytokines IL-12, IL-15, IL-18 et IL-23 par les cDC, et favorisent 
la différenciation de monocytes en DC inflammatoires (Paquette et al., 1998; Santini et al., 
2000). Les pDC produisent en plus, des cytokines inflammatoires, comme l’IL-6 et l’IL-12 
(chez la souris) qui, en association avec les IFN-!", permettent respectivement la 
différenciation des lymphocytes B naïfs et mémoires en plasmocytes (Jego et al., 2003; Poeck 
et al., 2004) et la production d’IFN-% par lymphocytes T et les NK (Cella et al., 2000; Dalod 
et al., 2003 ; Krug et al., 2004a). 
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 Après activation par les TLR-7 et 9, les pDC sont capables d’initier des réponses 
effectrices Th1 (Boonstra et al., 2006; Cella et al., 2000; Kadowaki et al., 2000). Les pDC 
peuvent également être activées par l’IL-3 et la molécule CD40L exprimée par les 
lymphocytes T activés, et dans ce cas elles ne produisent que peu d’IFN-I mais surexpriment 
la molécule de costimulation OX40L, qui conduit à l’activation de lymphocytes T producteurs 
de cytokines Th2 l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-10 (Ito et al., 2004; Rissoan et al., 1999). Cependant 
qu’elles soient activées par les TLR ou l’IL-3 et CD40L, les pDC gardent la capacité 
d’induire des réponses régulatrices (Gilliet and Liu, 2002; Moseman et al., 2004) et de fait, 
leur rôle dans l’induction de la tolérance est de plus en plus étudié. La molécule responsable 
de cette capacité a récemment été identifiée chez l’Homme. Après maturation, ICOS-L est 
surexprimé sur les pDC, mais pas sur les cDC. Cette molécule permet le développement de  
lymphocytes Treg producteurs d’IL-10, au sein de réponses Th1 ou Th2 (Ito et al., 2007). 
Cette fonction pourrait être impliquée dans la régulation négative des réponses immunitaires 
afin de prévenir une inflammation excessive qui pourrait causer des dommages aux tissus 
sains de l’organisme (de Heer et al., 2004; Smit et al., 2006) 
 Enfin, activées par des virus, des CpG ou de l’IL-3 et CD40L, les pDC expriment des 
molécules cytolytiques comme le granzyme B et TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing 
Ligand) et sont capables de lyser des cellules tumorales (Chaperot et al., 2006; Matsui et al., 
2009; Stary et al., 2007). Dans le cas d’infection par le VIH (virus de l'immunodéficience 
humaine), la production d’IFN-! induit l’expression de TRAIL sur les pDC et les 
lymphocytes T CD4
+
. L’infection des lymphocytes par le VIH induit l’expression du ligand 
TRAIL death receptor 5 (DR5) conduisant à l’apoptose sélective des cellules T infectées 
(Hardy et al., 2007; Herbeuval and Shearer, 2007). La cytotoxité, venant compléter la palette 
de fonctions que peuvent exercer les pDC.  
 
5.4 La plasticité fonctionnelle des cellules dendritiques 
 
Comme nous l’avons évoqué précédemment, il existe différents sous-types de DC qui 
induisent préférentiellement différents types de réponses T effectrices. Ainsi, les DC CD8
+
 
sont liées aux réponses de type Th1 du fait de leur capacité à produire de grandes quantités 
d’IL12, alors que les DC CD8!- favorisent plutôt les réponses Th2 (Maldonado-López et al., 
1999; Pulendran et al., 1999). Cependant, les sous-populations de DC, et les différentes 
spécialisations fonctionnelles qui leur sont propres ne sont pas figées à l’induction d’un type 
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de réponse immunitaire. Pour permettre l’établissement d’une réponse adaptée, les DC font 
preuve d’une plasticité fonctionnelle remarquable. Ainsi, en plus de la nature des stimuli 
reconnus, les facteurs présents dans le microenvironnement peuvent conditionner les DC et 
moduler leurs fonctions pour influencer le type de réponse T qui sera initié. 
Rapidement, il a été découvert que les cytokines pouvaient influencer la nature des 
réponses initiées par les DC. Les DC cultivées in vitro en présence de cytokines comme l’IL-
10, le TGF-" ou les prostaglandines induisent des réponses de type Th2 (Caux et al., 1994; 
Kalinski et al., 1998; Liu et al., 1997) ou régulatrices (Steinbrink et al., 1997) alors que l’IFN% 
conditionne des réponses Th1 (Barchet et al., 2002; Kali ski et al., 1999). L’étude in vivo des 
DC provenant de différents tissus a également montré que le microenvironnement pouvait 
moduler les fonctions des DC. Les DC respiratoires, ou provenant des plaques de Peyer par 
exemple, favorisent les réponses Th2 alors que les DC spléniques les réponses Th1 (Iwasaki 
and Kelsall, 1999; Stumbles et al., 1998). Des travaux récents ont montré que les cellules 
stromales de la rate pouvaient induire la différenciation des DC en cellules tolérogènes 
inhibant la prolifération des lymphocytes T (Svensson et al., 2004; Zhang et al., 2004). Les 
épithélia pulmonaires ou intestinaux, en sécrétant des facteurs comme TSLP (Thymic Stromal 
Lymphopoietin) ou le TGF-", sont aussi capables de conditionner les DC résidentes, 
notamment en induisant l’expression d’OX40L (Ito et al., 2005) pour favoriser de préférence 
l’émergence de réponses de type 2 ou régulatrices plutôt que les réponses Th1 (Al-Shami et 
al., 2005; Iliev et al., 2007; Rimoldi et al., 2005; Soumelis et al., 2002; Zhou et al., 2005). Les 
DC sont également sensibles aux stéroïdes, comme les glucocorticoïdes qui de façon générale 
sont décrits comme diminuant les capactiés stimulatrice et favorisant leur propriété tolérogène 
(Moser et al., 1995; Piemonti et al., 1999 ; Rea et al., 2000), ou les hormones, comme les 
œstrogènes et la progestérone, qui ont différents effets sur la différentiation et les fonctions 
des DC (Hughes and Clark, 2007). Les effets des hormones sur les cDC et les pDC seront 
plus largement développés ultérieurement. 
Il est donc important d’intégrer les facteurs environnementaux lorsque l’on étudie les 
populations dendritiques car le microenvironnement est capable d’influencer les DC et de 
profondément modifier leurs fonctions effectrices. 
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D. Perturbation de l’homéostasie des cellules dendritiques et 
conséquences sur le système immunitaire 
 
 Nous avons, dans les parties précédentes, mis en avant le rôle critique qu’occupent les 
DC au sein du système immunitaire en illustrant les différentes fonctions qu’elles opèrent et 
comment elles intègrent les informations qu’elles perçoivent des pathogènes et du 
microenvironnement pour déclencher des réponses immunitaires adaptées. Cette dernière 
partie est consacrée aux conséquences pathologiques que peuvent engendrer une perturbation 
des fonctions des DC.  
 
1. Rôles des cellules dendritiques dans l’immunité cancéreuse 
 
 L’apparition de lésions cancéreuses résulte d’une succession de processus et qui 
conduit notamment à une prolifération incontrôlée des cellules qui envahissent les tissus sains 
et altèrent leurs fonctions. Le système immunitaire est chargé de la surveillance et de 
l’élimination des cellules entrant dans des processus oncogènes. Pour mettre en échec cette 
surveillance, les tumeurs développement des mécanismes d’échappement les rendant peu 
immunogènes. Parmi ces mécanismes, les tumeurs créent des environnements favorisant la 
tolérance et affectant les fonctions des DC pour empêcher le système immunitaire de mettre 
en place des réponses anti-tumorales efficaces. 
 Les cDC et les pDC sont retrouvées infiltrant les tumeurs dans un grand nombre de 
cancers humains, comme les cancers de la gorge, du sein, des ovaires, du poumon et de la 
peau. Elles sont généralement à l’état immature et leur fonction d’activation des lymphocytes 
T est réduite (Bell et al., 1999; Vermi et al., 2003; Zou et al., 2001). Les tumeurs maintiennent 
un environnement immunosuppressif en sécrétant des molécules comme le VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor), SDF-1 (Stromal-Derived Factor 1), le TGF-" ou l’IL-10 qui 
altèrent les fonctions des DC (Aspord et al., 2007; Beissert et al., 1995; Gabrilovich et al., 
1996; Gabrilovich et al., 1999; Yang and Lattime, 2003). Ces cytokines peuvent être sécrétées 
directement par les tumeurs ou par les cellules du système immunitaire. Dans ces conditions, 
les cDC comme les pDC sont incapables d’exprimer les molécules de costimulation (Enk et 
al., 1997; Nestle et al., 1997; Troy et al., 1998) et favorisent l’induction de cellules 
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régulatrices (Treilleux et al., 2004; Wei et al., 2005) au détriment de cellules Th1 et CTL 
nécessaires à une réponse antimoral.  
La présence de pDC immatures dans le microenvironnement tumoral est généralement 
corrélée à de mauvais pronostics (Hartmann et al., 2003; Treilleux et al., 2004) et à 
l’induction de cellules Treg (Wei et al., 2005). De nombreux travaux visent à induire leur 
maturation et la production d’IFN-I en les stimulant par des agonistes des TLR-7 et -9. 
L’application cutanée d’imiquimod (TLR-7) ou l’injection intra-tumorale de CpG (TLR-9) 
dans le traitement du mélanome permettent le recrutement et l’activation de pDC dans le 
microenvironnement tumoral ce qui conduit à la régression des tumeurs (Hofmann et al., 
2008; Palamara et al., 2004; Urosevic et al., 2005). Les IFN-I produits par les pDC stimulent 
l’activité des cellules NK et la différenciation des lymphocytes T CD8
+
 en CTL. Ils induisent 
la maturation des cellules dendritiques conventionnelles et leur capacité à faire de la 
présentation croisée des antigènes tumoraux aux lymphocytes T CD8
+
 dans les ganglions  (Le 
Bon et al., 2003; Luft et al., 1998). La production d’IFN-I par les pDC pourrait ainsi contrer 
les effets immunosuppresseurs de la tumeur sur les cDC. La synergie entre les pDC et les 
cDC n’est pas clairement établie, néanmoins une étude récente a pu mettre en évidence que 
l’immunisation avec un mélange de pDC et cDC matures chargées avec un peptide tumoral 
permettait la mise en place d’une meilleure réponse anti-tumorale comparée à l’immunisation 
avec un seul type de DC (Lou et al., 2007). Dans ce cas, les pDC ne sont pas responsables 
directement de la présentation des antigènes tumoraux, mais améliorent les capacités de cDC 
à présenter ces antigènes, grâce au fait qu’elles augmentent l’expression de molécules de 
costimulation et la sécrétion de cytokines comme l’IL12 et le TNF-! des cDC.  
Ces études mettent en évidence l’impact du microenvironnement tumoral sur les 
fonctions de cDC et des pDC et ces conséquences sur le développement d’une réponse 
immunitaire inadaptée. Les cancers en créant des environnements immunosuppressifs 
réduisent les réponses antitumorales instruites par les DC. Les thérapies actuelles cherchent à 
augmenter les facultés des DC à induire une réponse anti-cancéreuse efficace en favorisant 
leur maturation et leurs propriétés pro-inflammatoires. 
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2. Rôles des cellules dendritiques dans le développement et la 
physiopathologie de maladie auto-immune 
 
 Un autre exemple de la conséquence néfaste de réponses inadaptées des DC dans 
l’organisme est illustrée dans les maladies auto-immunes. Ces maladies ont pour cause la 
perte de tolérance vis-à-vis d’un antigène du soi. En conséquence, les cellules du système 
immunitaire, qui cherchent à éliminer les antigènes qu’elles considèrent comme étranger, se 
retournent contre l’organisme et s’activent de façon chronique à chaque rencontre avec ces 
antigènes qui sont par définition perpétuellement présents. L’origine de cette activation 
aberrante du système immunitaire est multifactorielle et est vraisemblablement due à une 
combinaison de différents facteurs génétiques et environnementaux.  
 
 Parmi les maladies auto-immunes, le lupus érythémateux disséminé (LED) est un 
exemple illustrant comment l’activation soutenue des DC peut conduire au développement 
d’une pathologie (Figure 7). Cette maladie est caractérisée par une rupture de tolérance vis-à-
vis antigènes nucléaires tels que les acides nucléiques et les nucléoprotéines. De façon 
remarquable, c’est une des maladies auto-immunes qui présente le plus grand dimorphisme 
sexuel, avec une incidence neuf fois plus importante chez les femmes que chez les hommes 
(Libert et al., 2010). En condition physiologique, les acides nucléiques du « soi » libérés dans 
l’environnement extracellulaire suite à la mort cellulaire sont rapidement dégradés par les 
DNases et ne peuvent activer les TLR-7 et 9 qui sont situés dans les endosomes. Dans le cas 
de pathologies auto-immunes, les acides nucléiques forment des complexes avec d’autres 
protéines endogènes comme LL37 et HMGB-1 qui les protégent de la dégradation par les 
DNases et permettent leur entrée dans les endosomes. Même si les rôles des TLR-7 et -9 n’ont 
pas pu être clairement établis, chez la souris, les déficiences en TLR-7 et TLR-9 sont 
respectivement associées à une perte d’auto-anticorps antiSm/RNP et anti-ADN ou 
chromatine (Christensen et al., 2005; Richez et al.). De façon surprenante, dans les modèles 
murins susceptibles au lupus, les souris déficientes en TLR-7 présentent une maladie atténuée 
alors que la déficience en TLR-9 conduit à une exacerbation (Christensen et al., 2006). Les 
mécanismes sous-jacents restent mal compris. Néanmoins, il a été montré, qu’une fois 
complexés à aux protéines, comme LL37 et HMGB-1, les acides nucléiques sont de puissants 
inducteurs d’IFN-! en activant les TLR des pDC (Lande et al., 2007; Tian et al., 2007). Les 
patients atteints de LED présentent des niveaux sériques d’IFN-! élevés et une chute du 
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nombre de pDC circulantes due au recrutement permanent de ces cellules sur les sites 
inflammatoires. Les cellules mononuclées du sang (PBMC) de ces patients présentent une 
activation de gènes induits par l’IFN-!" qui corrèle avec la sévérité de la maladie (Baechler 
et al., 2003). Dans ces conditions inflammatoires, les monocytes sous l’influence de l’IFN-! 
et du GM-CSF se différencient en DC matures qui permettent l’activation et l’expansion de 
cellules T et B autoréactives (Banchereau et al., 2004; Blanco et al., 2001; Dubois et al., 
1997). Les auto-anticorps sécrétés par les lymphocytes B forment des complexes immuns 
avec les acides nucléiques du « soi ». Ces complexes sont reconnus par les Fc%RII des pDC et 
activent les TLR-7 et -9 soutenant ainsi l’activation continue et la production d’IFN-! des 
pDC (Barrat et al., 2005 ; Means et al., 2005). Les pDC se retrouvent alors au centre d’une 
dérégulation du système immunitaire qui déséquilibre la balance qui assure normalement la 
tolérance et l’immunité. La libération incontrôlée d’IFN-! est associée à d’autres pathologies 
auto-immunes comme le psoriasis, le diabète de type I ou le syndrome de Gougerot-Sjögren 
(Baccala et al., 2007). Les thérapies anti-cancéreuses ou anti-virales basées sur les IFN-I ont 
montré qu’elles pouvaient conduire à la formation d’auto-anticorps chez les patients (4%-
19%) et dans de rares cas (0,15%-0,7%) à des symptômes associés au LED (Banchereau and 
Pascual, 2006). Dans l’étiologie du LED, la production incontrôlée d’IFN-! par les pDC est 
une composante majeure à l’origine de l’emballement du système immunitaire. 
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Figure 7 : Rôle proposé d'une réponse innée dérégulée en réponse à des ligands des récepteurs 
Toll-like -7 et -9 dans le lupus (D’après (Guiducci et al., 2009). 
 
 Ces deux types de dérégulation des réponses immunitaires, le cancer et l’auto-
immunité, illustrent le rôle crucial des DC dans le maintien de la balance entre tolérance et 
immunité. Ces pathologies mettent en évidence l’importance du microenvironnement sur les 
fonctions des DC. Les facteurs présents au moment de leur différentiation ou de leur 
activation vont influencer les réponses immunitaires qui seront engendrées par ces DC. La 
compréhension des effets des facteurs environnementaux sur leurs fonctions est donc un enjeu 
primordial car les conséquences d’une réaction inadaptée de ces cellules peuvent gravement 
impacter la physiologie de l’organisme. 
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II. Les œstrogènes 
 
 Les œstrogènes sont des hormones sexuelles qui ont un rôle important dans la 
différenciation sexuelle et la reproduction. Les processus biologiques influencés par les 
œstrogènes ne se limitent pas au système reproducteur, mais touchent également le système 
cardiovasculaire, les os, le système nerveux central et le système immunitaire (Figure 8).  
 
 
 
Figure 8 : Principaux effets physiologiques des œstrogènes (D’après (Gruber et al., 2002)). 
 
La production des œstrogènes est initiée lors de la puberté, puis fluctue au cours de la 
vie de la femme adulte lors des cycles menstruels et de la grossesse. Plus tard, à la 
ménopause, l’arrêt de l’activité ovarienne s’accompagne d’une chute brutale des niveaux 
d’œstrogènes et correspond à la fin de la période fertile de la femme (Tableau 2).  
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Tableau 2 : Concentration sérique de 17-"-œstradiol, estrone et œstriole chez l’Homme 
(d’après (Gruber et al., 2002). 
 
 Comme les autres hormones stéroïdes, les oestrogènes sont synthétisés à partir du 
cholestérol. La forme active des œstrogènes la plus abondante chez la femme est le 17-"-
œstradiol (E2). Les métabolites de l’E2, l’estrone (E1) et l’œstriole (E3) (Figure 9), ont une 
affinité plus faible pour les récepteurs aux œstrogènes (ER) (Gruber et al., 2002). La 
production d’E2 est principalement assurée par les cellules endocrines des ovaires, mais peut 
également avoir lieu dans d’autres tissus, comme le tissu adipeux, par la conversion des 
androgènes par l’enzyme aromatase. 
 Il est intéressant de noter que les précurseurs hématopoïétiques CD34
+
 humains 
expriment cette enzyme capable de convertir les androgènes en œstrogènes (Calado et al., 
2009). Il a été montré que par cette conversion, les androgènes pouvaient stimuler l’activité de 
la télomérase dans ces cellules par un mécanisme dépendant de l’activation des ER. 
 
 
 
Figure 9 : Formules développées des œstrogènes endogènes (d’après (Ascenzi et al., 2006). 
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 Contrairement aux autres récepteurs nucléaires où la taille de la cavité permettant la 
liaison au ligand est restreinte à l’hormone associée, les ER possèdent une large cavité qui 
leur permetteent de se lier à des composés aux structures assez variables. Les isoflavinoïdes  
présents dans le soja et dans certains fruits et légumes peuvent ainsi activer les ER! et ER" 
(Adlercreutz, 2002; Kuiper et al., 1998). Ces composés retrouvés dans l’environnement sont 
appelés phyto-œstrogènes et l’intérêt croissant pour ce type de molécules s’explique par leur 
potentiel dans la prévention de l’apparition des cancers du sein, de la prostate et du colon 
(Adlercreutz, 2002).  
 
A. Les récepteurs aux œstrogènes  
 
 Les œstrogènes sont reconnus par deux types de ER, le ER! et le ER". Les ER font 
partie de la super famille des récepteurs nucléaires. Cette famille comprend d’autres membres 
comme les récepteurs à la vitamine D ou l’acide rétinoïde et les récepteurs aux stéroïdes 
comme le récepteur aux glucocorticoïdes, aux androgènes ou à la progestérone. Le ER! fut 
découvert dans les années soixante par Jensen et Jacobson (Jensen, 1962) puis isolé et cloné 
par le groupe de Pierre Chambon en 1985 (Green et al., 1986; Walter et al., 1985). Le ER" fut 
découvert plus tardivement au milieu des années quatre-vingt-dix d’abord dans la prostate des 
rats (Kuiper et al., 1996) puis chez l’Homme et la souris (Moore et al., 1998; Mosselman et 
al., 1996; Tremblay et al., 1997) 
Les œstrogènes sont des molécules lipophiles qui diffusent à travers les membranes. 
Les ER sont séquestrés au niveau du cytoplasme où ils interagissent avec des molécules 
chaperonnes comme les HSP70 et HSP90. La liaison du ligand induit des changements de  
conformation des récepteurs permettant leur dimérisation et leur translocation dans le noyau 
où ils régulent la transcription de gènes cibles. 
 
1. Structure protéique des récepteurs aux œstrogènes 
 
 Comme les autres membres de la famille des récepteurs nucléaires, ils agissent comme 
des facteurs de transcription inductibles par leurs ligands. Ils partagent des structures et des 
domaines fonctionnels conservés au cours de l’évolution. Les ER sont constitués de 5 
domaines, les régions A/B,C,D,E et F (Figure 10). Le domaine le plus conservé est dans la 
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partie centrale du récepteur et correspond au domaine de liaison à l’ADN (DBD pour DNA-
Binding Domain). Ce domaine permet aux ER d’interagir avec l’ADN au niveau de séquences 
spécifiques appelées « éléments de réponse aux œstrogènes » (ERE) situées dans les régions 
promotrices des gènes ciblés par les œstrogènes.  La séquence d’acides aminés dans le DBD 
critique pour la reconnaissance de ces régions est identique entre les deux ER! et ", ce qui 
explique que les deux récepteurs aient la même spécificité et affinité pour les ERE (Klinge, 
2001; Vanacker et al., 1999). 
 Les parties NH2-terminal et COOH-terminal contiennent respectivement les fonctions 
de transactivation AF-1 et AF-2 qui sont responsables de l’activité transcriptionnelle des ER 
(Kumar et al., 1987; Tora et al., 1989). Ces domaines permettent le recrutement et 
l’interaction avec les coactivateurs nécessaires à la transcription génique (Wurtz et al., 1996) . 
Alors que l’activité du domaine AF-1 peut être indépendante de la liaison à l’œstrogène, le 
domaine AF-2 qui contient le site de liaison au ligand est strictement hormono-dépendant 
(Tora et al., 1989). L’importance de l’activité des deux domaines de transactivation est 
différente entre le ER! et le ER" (Barkhem et al., 1998) et varie en fonction des types 
cellulaires et des gènes concernés (Berry et al., 1990; Mérot et al., 2004; Tzukerman et al., 
1994). Ainsi, en fonction du tissu et du promoteur ciblé, la transcription des gènes nécessitera 
l’activité d’un des deux domaines, soit la synergie des deux (Kraus et al., 1995). De plus 
l’activité de ces domaines peut également être régulée par les ligands. L’E2 est un agoniste 
qui active pleinement les deux domaines. En revanche, les modulateurs sélectifs des 
récepteurs des œstrogènes (SERM), comme le tamoxifen ou le raloxiféne, agissent comme les 
agonistes partiels de l’ER!. L’activité agoniste de ces molécules dépend donc du type 
cellulaire, du promoteur et de l’isotype des ER activés (Watanabe et al., 1997). Ils inhibent le 
domaine AF-2, bloquant ainsi l’activité du ER! dans les cellules où ce domaine est 
nécessaire. L’activité AF-1 du ER" étant considérée comme minime, ces SERM agissent 
comme des antagonistes purs du ER" (Barkhem et al., 1998; McDonnell et al., 1995). Ces 
ligands synthétiques permettent ainsi d’activer les ER dans certains tissus et de les inhiber 
dans d’autres (Katzenellenbogen and Katzenellenbogen, 2002). Ils sont notamment utilisés en 
clinique pour inhiber la croissance des cancers du sein hormono-dépendant (Shang, 2006). 
Enfin, l’ICI182-780 (fulvestrant) agit comme un antagoniste pur des ER! et ER". 
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2. Les différents isoformes des œstrogènes ! et " 
 
Le ER! et le ER" sont codés respectivement par les gènes ESR1 et  ESR2 situés sur 
des chromosomes différents. Le gène du ER! comporte 8 exons séparés par 7 régions 
introniques et conduit à une protéine de pleine taille de 66 kDa (Ascenzi et al., 2006). Des 
formes plus courtes, de 46 kDa et 36 kDa, correspondant à des formes dépourvues de la 
fonction de transactivation AF1, ont été isolées dans différentes lignées cellulaires (Flouriot et 
al., 2000; Wang et al., 2005). Cette isoforme a été décrite dans les ostéoblates et dans les 
lignées de cancer du sein MCF-7 où elles peuvent former des hétéodimères avec les formes 
pleine taille du ER!, supprimant ainsi l’activité transcriptionnelle dépendante du domaine 
AF-1 (Flouriot et al., 2000; Penot et al., 2005; Wang et al., 2005). 
La forme pleine taille du ER" est composée de 530 acides (ER"1) aminés chez 
l’Homme (Ogawa et al., 1998a) chez la souris (Leygue et al., 1998). Il existe 5 isoformes. 
L’importance respective de ces différentes isoformes n’est pas clairement établie. Ils semblent 
qu’ils forment des hétérodimères avec le ER" et modulent ainsi l’activité des récepteurs. 
Ainsi la dimérisation des isoformes ER"4 et ER"5 avec le ERß1 augmente l’activité du 
récepteur (Leung et al., 2006) alors que le ER"2 en interaction avec le récepteur ! inhibe son 
activité transformationnelle (Ogawa et al., 1998b) (Figure 10). 
 
 
Figure 10 : Représentation schématique des différentes isoformes décrites des récepteurs aux 
œstrogènes (d’après(Heldring et al., 2007).  
Les domaines des récepteurs contiennent les fonctions transactivatrices AF-1 (A/B) et AF-2 (E), le domaine de 
liaison à l’ADN (C), le domaine de liaison au ligand (F) une séquence de localisation nucléaire  (D). Les 
isoformes de 46 et 36 kDA du ER! sont dépourvues de la fonction AF-1. Le pourcentage d’homologie entre 
l’ER! et ER" est indiqué sur l’ER". 
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3. Mécanismes moléculaires d’action des récepteurs aux œstrogènes 
 
Il existe différents mécanismes moléculaires responsables de la signalisation des ER 
dans les cellules. Nous distinguons ainsi des mécanismes d’action génomiques et non 
génomiques. 
 
3.1 Mécanismes classiques d’action : la transcription dépendante des ERE 
 
 Le mécanisme classique d’action des oestrogènes correspond à leur activité 
transcriptionnelle décrite précédemment. Elle est strictement dépendante de la liaison du 
récepteur à son ligand et de l’interaction directe des ER avec l’ADN au niveau des séquences 
ERE.  Les fonctions transactivatrices AF-1 et AF-2 recrutent les co-activateurs 
transcriptionels comme SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator 1), les histones acétylases 
CBP/p300. L’activité acétyltransférase de ces protéines permet le remodelage de la 
chromatine et l’initiation de la transcription par l’ARN polymérase II. 
 
3.2 La transcription indépendante des ERE 
 
 En réponse aux ligands, les ER sont également capables de moduler la transcription de 
gènes ne possédant pas de séquence ERE dans leur région promotrice. Ce mécanisme 
n’implique pas l’interaction directe des récepteurs avec l’ADN. Les ER peuvent interagir avec 
d’autres facteurs de transcription tels que NF#B (Galien and Garcia, 1997), SP1 (Batistuzzo 
de Medeiros et al., 1997; Qin et al., 1999) ou Fos/Jun (Webb et al., 1999), et ainsi réguler leur 
activité. Par exemple, ER! peut se lier à la sous-unité c-rel de NF#B et empêcher sa liaison 
au promoteur de l’IL-6, inhibant ainsi la production de la cytokine (Galien and Garcia, 1997). 
Au niveau moléculaire, l’activation des éléments de réponse AP-1 par les ER nécessite 
l’interaction du complexe de Fos/Jun avec les deux domaines de transactivation AF-1 et AF-2 
et permet la régulation de gènes codant pour IGF-1 (Insulin Growth Factor) (Umayahara et 
al., 1997) ou le TNF-! (An et al., 1999). 
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3.3 Les mécanismes non génomiques 
 
 En plus de leurs activités transcriptionnelles, les ER sont capables de signaler des 
effets rapides dans les secondes qui suivent leur liaison aux œstrogènes. Ce mécanisme 
inhabituel des récepteurs nucléaires a été suggéré par l’observation de modifications rapides 
suite à l’ajout d’E2 sur les niveaux de calcium intracellulaire (Morley et al., 1992; Szego and 
Davis, 1967). Ces effets étaient trop rapides pour refléter une action génomique. Il est connu 
aujourd’hui que ce mécanisme passe par l’activation de kinases ou de phosphatases ou par 
l’augmentation des flux ioniques à la membrane. La modulation des flux calciques par l’E2 a 
été rapportée dans différents types cellulaires et est due à l’activation de la phospholipase C et 
de la PKC! (Marino et al., 1998; Perret et al., 2001 ; Picotto et al., 1999 ). Il a été démontré 
que l’E2 par l’intermédiaire du ER! pouvait activer les voies de signalisation des MAPK et 
PI3K/Akt  dans différents types cellulaires (Lobenhofer et al., 2000 ; Razandi et al., 2000 ; 
Sun et al., 2001). L’E2 peut ainsi induire l’activation de l’enzyme eNOS (Endothelial Nitric 
Oxide Synthase) et la production d’oxyde nitrique dans les cellules endothéliales (Caulin-
Glaser et al., 1997 ; Chambliss et al., 2005). 
 Bien que les effets de ces mécanismes d’action soient visibles dans les secondes ou les 
minutes qui suivent l’ajout du ligand, le terme de mécanisme non génomique n’est pas tout à 
fait approprié car l’activation de ces voies de signalisation par les ER peut, à terme, conduire 
à l’initiation de la transcription de gènes. 
 
3.4 L’activation des récepteurs aux œstrogènes indépendante du ligand 
 
  La phosphorylation des ER peut conduire à leur activation indépendamment de sa 
liaison à l’E2. Cette découverte a été mise en évidence par la capacité des facteurs de 
croissance comme l’EGF (Epidermal Growth Factor) et l’IGF à activer le ER et à augmenter 
la transcription de leurs gènes cibles (Kato et al., 1995; Smith, 1998). Ces observations ont été 
supportées par le fait que l’EGF peut mimer in vivo les effets de l’E2 sur le système 
reproducteur (Curtis et al., 1996; Nelson et al., 1991). L’EGF et l’IGF induisent la 
phosphorylation  de la sérine 118 du domaine AF-1 du ER! par la voie des MAPK. Cette 
phosphorylation entraîne l’interaction du ER! avec l’ARN hélicase p68 qui conduit à la 
transcription des gènes cibles (Bunone et al., 1996; Kato, 2001). La voie des MAPK peut 
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également stimuler l’activité du ER" en favorisant le recrutement de SCR-1 au niveau de la 
partie N-terminal du récepteur (Tremblay et al., 1999). 
 
4. Distribution tissulaire des récepteurs aux œstrogènes  
 
 Les œstrogènes exercent des effets sur de nombreux tissus dans l’organisme. 
L’abondance et la distribution des deux sous-types d’ER varient en fonction des tissus. Le 
ER! et le ER" sont exprimés dans le cerveau, les glandes mammaires, le système 
cardiovasculaire, le tractus urogénital et les os (Enmark et al., 1997; Hiroi et al., 1999; Kuiper 
et al., 1997). L’activité du ER! est dominante dans le foie, les reins, les testicules, les ovaires 
et l’utérus alors que le ER" est prédominant dans le colon et la prostate. De nombreuses 
cellules du système immunitaire expriment également ces récepteurs. Ils sont exprimés dans 
les précurseurs hématopoïétiques CD34
+
 chez l’Homme et la souris (Igarashi et al., 2001). 
L’analyse quantitative de l’expression des ER dans les lymphocytes a montré que les cellules 
T CD4
+
 expriment plus de ER! que de ER" et inversement dans les lymphocytes B. Les 
lymphocytes T CD8
+
 et les monocytes expriment des niveaux très faibles des deux isotypes ; 
en revanche la différenciation des monocytes en macrophages induit l’expression du ER! à 
des niveaux plus élevés (Phiel et al., 2005). Chez la souris comme chez l’Homme, la présence 
des deux récepteurs a également été rapportée dans les DC différenciées en présence de GM-
CSF (Komi and Lassila, 2000; Paharkova-Vatchkova et al., 2004 ) alors que les DC murines 
dans la rate expriment uniquement le ER! (Lambert et al., 2004). Il existe peu de différences 
de niveau d’expression entre les cellules immunitaires d’hommes et de femmes à l’exception 
des monocytes d’hommes qui expriment plus de ER! que les femmes (Phiel et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
65 
B. Modèles d’invalidation génétique des récepteurs aux œstrogènes   
 
 L’étude des effets des œstrogènes in vivo est complexe car ces hormones régulent un 
grand nombre de processus physiologiques et l’expression des ER est quasi ubiquitaire. La 
génération de souris déficientes pour les ER! et/ou ER" a permis de mieux disséquer les 
mécanismes moléculaires et les cibles cellulaires des œstrogènes. 
 
 La première lignée de souris déficientes pour l’ER! (appellées ER!-Neo KO) a été 
générée par le groupe de Kenneth Korach en 1993, par insertion d’une cassette de résistance à 
la néomycine dans le premier exon du gène (Lubahn et al., 1993). Cependant les travaux du 
groupe de Jean-François Arnal ont montré qu’il subsistait l’expression de deux protéines 
chimériques du ER! dans cette lignée, correspondant à des formes tronquées du récepteur. 
Ces deux isoformes de 55 et 46 kDa sont dépourvus de la fonction transactivatrice AF-1, mais 
sont capables d’activer certains effets des œstrogènes (Pendaries et al., 2002). Une seconde 
lignée de souris, a été généré permettant une invalidation totale du ER! par excision de 
l’exon 2 (ER!-/-). Cet exon codant pour une partie du domaine de liaison à l’ADN du 
récepteur ne permet l’expression d’aucune forme du ER! fonctionnelle (Dupont et al., 2000). 
Nos travaux ont été réalisés en utilisant cette seconde lignée dont la déficience en ER! est 
sans ambiguïté.  
 
 Afin d’étudier la signalisation des ER dans un type cellulaire, sans perturber les effets 
des œstrogènes sur les autres tissus de l’organisme, des lignées de souris invalidées de façon 
cellule-spécifique ont été générées.  Des souris possédant des sites LoxP flanquées de part et 
d’autre de l’exon 2 du gène ER!, ont été croisées avec des souris exprimant la recombinase 
Cre sous le promoteur de gène spécifique de différentes lignées cellulaires. Ainsi, nous avons 
pu générer des souris déficientes pour ER! spécifiquement dans le compartiment 
hématopoïétique et endothélial ou dendritique en les croisant avec des souris exprimant la Cre 
respectivement sous les promoteurs Tie2 (Billon-Gales et al., 2009) et CD11c. 
 
En ce qui concerne le ER", trois lignées ont été générées avec différentes stratégies 
(Dupont et al., 2000; Krege et al., 1998 ; Shughrue et al., 2002) mais avaient toutes le défaut 
de laisser s’exprimer des variants d’épissage. Le groupe de Pierre Chambon a développé une 
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lignée totalement dépourvue d’activité transcriptionnelle que très récemment (Antal et al., 
2008). 
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III. Les œstrogènes et le système immunitaire  
 
Nous avons présenté, dans cette partie, les différents mécanismes d’action que 
possèdent les ER pour réguler la transcription de nombreux gènes. Le nombre de séquences 
ERE présentes dans le génome humain est estimé à plus de soixante-dix mille (Bourdeau et 
al., 2004). En plus des mécanismes de régulation directe, les ER peuvent moduler la 
transcription des gènes des sites SP1 et AP1. Ils peuvent également agir sur les voies de 
signalisation des MAPK, PI3K, NF#B et les flux ioniques. La large distribution de ces 
récepteurs dans les tissus, conjuguée à la grande diversité de ligands comme les ligands 
naturels (E2), les SERM ou phyto-œstrogènes retrouvés dans notre environnement alimentaire 
expliquent les effets observés de ces récepteurs sur la biologie d’un grand nombre de tissus.  
 La compréhension des effets de l’activation de tels récepteurs dans les cellules du 
système immunitaire représente un intérêt important. 
 
A. Dimorphisme sexuel des réponses immunitaires 
 
 De manière générale, les femelles vivent plus longtemps et en meilleure santé que les 
mâles. Cette observation est retrouvée chez de nombreuses espèces, des insectes aux poissons, 
des reptiles aux oiseaux, les Mammifères, comme l’Homme ne dérogent pas à la règle. Si l’on 
peut considérer que les comportements à risque, plus souvent observés chez les mâles que 
chez les femelles, peuvent contribuer à la durée de vie plus réduite des individus mâles, les 
différences de susceptibilité à de nombreuses infections entre les hommes et les femmes 
peuvent également rendre compte de cette observation. Le système immunitaire présente un 
dimorphisme sexuel marqué. Que ce soit chez l’Homme ou dans des modèles expérimentaux, 
les données de la littérature montrent que les femelles sont moins susceptibles aux maladies 
virales, bactériennes ou fongiques (Ansar Ahmed et al., 1985; Klein, 2000 ; Roberts et al., 
2001) et possèdent des réponses humorales et cellulaires plus robustes que les mâles (Eidinger 
and Garrett, 1972; Weinstein et al., 1984). Les femelles présentent, à l’état basal, des niveaux 
sériques d’immunoglobulines d’IgM et IgG plus élevés (Butterworth et al., 1967; Giltay et al., 
2000; Grundbacher, 1972) et un nombre de lymphocytes T CD4
+
 circulant plus important que 
les hommes (Amadori et al., 1995). Ainsi, la réponse des femelles vis-à-vis de divers 
antigènes est supérieure (Eidinger and Garrett, 1972; Terres et al., 1968), tout comme leur 
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capacité à rejeter des allogreffes (Graff et al., 1969; Kongshavn and Bliss, 1970). La 
contrepartie de cette supériorité immunologique est que les femmes développent plus 
facilement des réponses immunes contre des antigènes du soi et sont donc plus fréquemment 
touchées par les maladies auto-immunes (Whitacre, 2001). Le biais entre les sexes est très 
marqué dans ce cas-là. Les maladies auto-immunes affectent approximativement 5% de la 
population. Comprendre pourquoi près de 80% des personnes souffrant de ces pathologies 
sont de sexe féminin est, aujourd’hui, un enjeu majeur. Ainsi, l’étude des mécanismes à 
l’origine de ce dimorphisme sexuel permet à la fois de d’appréhender les facteurs liés au sexe 
qui conditionnent le système immunitaire mais également de mieux comprendre la 
physiopathologie de ces maladies auto-immunes. 
 
 Outre les différences comportementales, deux mécanismes principaux sont proposés 
pour expliquer les différences d’immunité et d’auto-immunité observée entre les hommes et 
les femmes. Le premier met en jeu des facteurs génétiques liées au chromosome X et le 
second impliquerait préférentiellement les hormones sexuelles. 
 
1. Le chromosome X 
 
Les femelles portent deux chromosome X hérités de chacun des parents. Afin d’éviter 
la double expression d’un gène, l’un des deux chromosome est mis en silence, c’est ce que 
l’on appelle l’inactivation de chromosome X. Il s’agit d’un processus aléatoire qui va 
réprimer la transcription d’un des deux chromosomes tôt dans le développement des femelles. 
Ceci conduit à une expression mosaïque du chromosome maternel et paternel au sein des 
différentes populations cellulaires. Ce mécanisme n’est cependant pas complètement efficace, 
et certains gènes échappent à cette inactivation (Carrel and Willard, 2005). Il est estimé 
qu’entre 10 et 15% des gènes peuvent être exprimés par les deux chromosomes dans les 
cellules femelles (Carrel and Willard, 2005). Le chromosome X porte de nombreux gènes 
impliqués dans l’immunité comme le TLR-7, CD40 ou encore FOXP3. Il encode certaines 
chaînes de récepteurs à diverses cytokines comme l’IL-2, l’IL-3, l’IL-4, l’IL-9, l’IL-13 ou 
l’IL-21. Enfin, il encode également de nombreuses protéines importantes dans les voies de 
signalisation de NF#B (Fish, 2008). On comprend ainsi qu’une inactivation imparfaite du 
chromosome X pourrait engendrer une élévation de niveau de ces protéines et avoir des 
conséquences directes sur les fonctions immunitaires (Libert et al., 2010). 
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Approximativement 70% des gènes liés au chromosome X, dont les fonctions sont connues, 
sont associés à des maladies (Rubtsov et al., 2010). 
 
2. Les hormones sexuelles 
 
 L’idée que les hormones sexuelles pourraient influencer le système immunitaire est 
supportée par les observations cliniques décrivant des changements dans l’évolution de 
maladies chez les femmes en fonction des fluctuations du statut hormonal qui ont lieu lors de 
la grossesse, des cycles menstruels ou de l’utilisation de contraceptif oral (Ansar Ahmed et 
al., 1985; Hazes et al., 1990; Jungers et al., 1982; Schuurs and Verheul, 1990; Spiera and 
Plotz, 1969). On observe ainsi, des améliorations ou des exacerbations de certaines maladies 
auto-immunes lors de la grossesse ou bien après l’apparition de la ménopause. La grossesse, 
qui correspond a une élévation importante du taux d’œstrogènes et de progestérone, a des 
effets bénéfiques sur l’activité de la sclérose en plaques et de l’arthrite rhumatoïde 
(Confavreux et al., 1998; Nelson and Ostensen, 1997). De façon intéressante, la délivrance, 
correspondant à une chute rapide de ces taux d’hormones, est souvent corrélée à des rechutes. 
Ces observations cliniques ont pu être reproduites dans les modèles animaux, 
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) ou d’arthrite induite au collagène, où 
la grossesse diminue l’activité de la maladie (Jansson and Holmdahl, 1998). À l’inverse, dans 
le cas d’un LED, la grossesse est généralement associée à des poussées de la maladie 
(Clowse, 2007; Cortés-Hernández et al., 2002 ). 
Ces modifications de l’activité des maladies ont été attribuées à l’environnement 
hormonal qui favorise le développement des réponses Th2. Il est connu que des niveaux 
faibles œstrogènes sont associés à des réponses de type Th1 alors que des niveaux élevés 
promeuvent les réponses Th2 (Bao et al., 2002; Fish, 2008; Lin et al., 1993; Maret et al., 2003 
; Whitacre, 2001). Cette hypothèse expliquerait pourquoi la grossesse protège de la sclérose 
en plaques et de l’arthrite rhumatoïde, en supprimant les réponses Th1 au niveau de système 
nerveux central, alors que dans le cas du LED, un environnement Th2 augmenterait la 
production d’auto-anticorps et exacerberait la maladie. Cependant, les actions des hormones 
sur le système immunitaire ne sont pas si simple et leurs effets précis ne sont pas encore 
clairs. Il a, par exemple, été montré que les œstrogènes pouvaient à la fois avoir un effet 
suppresseur (Garidou et al., 2004; Ito et al., 2001 ; Jansson et al., 1994 ) sur les réponses 
humorales et cellulaires, tout comme un effet amplificateur dans différents modèles (Ansar 
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Ahmed et al., 1985; Delpy et al., 2005; Maret et al., 2003; Thompson et al., 1967). Ces 
résultats contradictoires peuvent être la conséquence de plusieurs variables. Les hormones 
agissent sur un grand nombre de tissus et peuvent avoir, en fonction des doses, des périodes 
d’imprégnation, du mode d’administration ou du type d’expérience (in vitro ou in vivo), des 
effets paradoxaux. Notre équipe a notamment montré qu’en fonction de la dose d’œstrogène 
administrée aux animaux, l’effet protecteur de l’hormone sur le développement de l’EAE 
dépendait du compartiment hématopoïétique ou non (Garidou et al., 2004; Lelu et al., 2011). 
De la même manière, Calippe et al. ont montré que l’administration chronique d’E2 in vivo 
augmentait l’expression de cytokines inflammatoires comme l’IL-1", l’IL-6 et l’IL-12p40 par 
les macrophages en réponse à l’activation du TLR-4, alors qu’une exposition courte in vitro 
avait l’effet inverse (Calippe et al., 2008). 
 
B. Les œstrogènes et le lupus érythémateux disséminé 
 
Le LED est une maladie qui illustre bien l’importance des oestrogènes et de leurs 
récepteurs sur le système immunitaire et ces conséquences sur la physiopathologie des 
maladies auto-immunes. Cette maladie est un des syndromes auto-immuns où la différence de 
susceptibilité entre les hommes et les femmes est la plus marquée. La prévalence du LED 
chez les femmes est neuf fois supérieure à celle des hommes (Cooper and Stroehla, 2003; 
Whitacre, 2001). De façon intéressante, cette prévalence s’accentue après la puberté. Le ratio 
femme/homme est de 3 : 1 avant la puberté, de 9 : 1 en âge de procréer, et diminue 
légèrement à la ménopause (Kassi and Moutsatsou, 2010), suggérant un rôle important des 
oestrogènes dans la susceptibilité à cette maladie.  
 Dans les modèles expérimentaux, cette différence entre les sexes est maintenue. Les 
souches NZB/NZW F1 et les souris MRL/lpr/lpr développent spontanément des 
manifestations auto-immunes similaires à celles qui sont observées dans le LED. Ces souris 
présentent des anticorps anti-histones et ADN, et des glomérulonéphrites entraînant la perte 
des fonctions rénales (Andrews et al., 1978; Theofilopoulos and Dixon, 1985). Dans ces deux 
principaux modèles murins de lupus, les femelles sont plus susceptibles que les mâles et 
développent des maladies plus sévères. Les femelles présentent des titres d’auto-anticorps 
plus élevés, des glomérulonéphrites plus sévères et une survie réduite (Howie and Helyer, 
1968; Lambert and Dixon, 1968; Papoian et al., 1977). Les études initiales sur l’impact des 
œstrogènes dans ces modèles avaient observé que, l’ovariectomie diminuait significativement 
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la maladie alors que, l’administration d’œstrogènes, que ce soit chez les mâles ou les 
femelles, accélérait le développement de la maladie et corrélait avec une augmentation des 
titres d’auto-anticorps et de la mortalité (Carlsten et al., 1990; Roubinian et al., 1978; Talal, 
1982). La génération de souris déficientes pour l’ER! dans les fonds génétiques susceptibles 
au lupus a permis de mettre en évidence l’importance critique de l’expression de ce récepteur. 
Cette déficience en ER! conduit, chez les femelles, à une atténuation significative de la 
maladie et à une survie des souris prolongée (Bynoté et al., 2008; Svenson et al., 2008). De la 
même manière, l’utilisation d’inhibiteurs des ER a des effets bénéfiques sur la maladie 
(Apelgren et al., 1996).  
 La compréhension des mécanismes par lesquels les œstrogènes influencent la 
physiopathologie du lupus a progressé grâce à l’étude de l’impact de cette hormone sur les 
populations immunitaires. Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’œstradiol peut 
influencer les réponses lymphocytaires T et B, en modulant la production de cytokines des 
lymphocytes T CD4
+
 (Bao et al., 2002; Lambert et al., 2005; Maret et al., 2003) et en 
augmentant la production d’anticorps par les lymphocytes B (Kanda and Tamaki, 1999; 
Latham et al., 2003). Ces effets expliquent en partie la plus grande susceptibilité des femmes 
à développer ces pathologies. Cependant, en dépit de la relevance clinique de ces 
changements induits par les œstrogènes, les événements précoces déclenchant la maladie 
restent largement inconnus.  
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IV. RÉSULTATS 
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 Objectifs du travail 
 
Comme nous l’avons décrit précédemment, les DC initient, dirigent et contrôlent les 
réponses immunitaires. Leur rôle est crucial dans le maintien de la tolérance, et une 
dérégulation de leurs fonctions peut conduire au développement de pathologies, telles que les 
maladies auto-immunes (Chapitre D-2). Au vu de l’important dimorphisme sexuel observé 
dans l’immunité et l’auto-immunité, il est crucial de comprendre les effets que peuvent avoir 
les hormones sexuelles, en particulier les oestrogènes, sur les fonctions de telles cellules. À 
l’origine de notre travail, peu d’études avaient examiné les effets directs des œstrogènes sur le 
développement et les fonctions des DC.  
La majorité des études se sont concentrées sur l’analyse des effets des estrogènes sur 
le développement des DC in vitro. Les travaux du groupe de Susan Kovats ont montré que les 
œstrogènes, en particulier l’E2, étaient nécessaires au développement optimal des DC induites 
par le GM-CSF in vitro (Paharkova-Vatchkova et al., 2004). La différenciation des DC est 
fortement diminuée, lorsque les précurseurs sont cultivés dans un milieu dépourvu 
d’hormones, et est restaurée par l’ajout d’E2 durant la culture. Les DC qui se différencient en 
absence d’E2 présentent un phénotype plus immature comparé aux DC différenciées en 
présence d’E2. Il a ultérieurement été montré que l’E2 augmentait l’expression d’IRF-4 dans 
les précurseurs de DC, favorisant ainsi leur développement (Carreras et al., 2010). Il 
semblerait par ailleurs que l’E2 est un effet opposé sur les DC différenciées en présence de 
FLT3, en réduisant la viabilité des cellules, et donc diminuerait le développement des pDC et 
cDC (Carreras et al., 2008). 
Quelques études ont analysé l’effet de l’E2 sur les fonctions des DC déjà différenciées. 
Le groupe d’Halina Offner a montré qu’une exposition de 48h in vitro à l’E2 réduisait les 
capacités des DC de la rate à activer les lymphocytes T CD4
+
(Liu et al., 2002). Dans un 
modèle d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), ils ont observé une 
diminution du nombre de DC CD8!+ et de leur capacité à produire du TNF-! et de l’IFN-% 
dans les souris traitées à l’E2 (Liu et al., 2002). À l’inverse, notre équipe a montré, dans un 
modèle de myasthénie, que le traitement in vivo augmentait la fréquence de DC CD8!+ dans 
la rate et la capacité de production d’IL-12p70 par les CPA après immunisation. Cet effet sur 
les CPA était corrélé a une amplification de la réponse Th1, avec une augmentation de la 
production d’IFN% par les lymphocytes T (Delpy et al., 2005). Ces résultats contradictoires 
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pourraient s’expliquer par les différences  dans les doses d’E2 utilisées et le mode 
d’administration. 
 
La première partie de mon travail s’est attachée à clarifier l’implication des 
œstrogènes sur le développement des cellules dendritiques différenciées à partir de 
précurseurs de moelle osseuse en présence de GM-CSF in vitro. Nous avons également 
analysé leurs fonctions effectrices afin de mieux comprendre les effets pro-inflammatoires 
que nous avions observé in vivo (Delpy et al., 2005). Les travaux du groupe de Kovats avaient  
pu mettre en évidence que les cultures dépourvues d’hormones stéroïdes (sans rouge phénol, 
SVF dé-stéroïdé) généraient peu de DC. L’addition d’E2 exogène était suffisante pour 
restaurer un développement normal des DC provenant des précurseurs sauvages, mais un effet 
était également observé dans les cultures avec les précurseurs ER!-NEO KO, suggérant une 
participation du ER". Une expression de la forme tronquée de ER! subsistant dans les souris 
ER!-NEO KO (Pendaries et al., 2002), cette étude n’a pu établir clairement les rôles 
respectifs des RE! et RE" dans la différenciation des DC. En utilisant des souris ER!-/- et 
ER"-/-, notre étude a permis de démontrer l’implication exclusive de la signalisation par le 
ER! dans le défaut de différenciation observée par le groupe de Kovats. Nous avons ensuite 
étudié l’effet de la signalisation dépendante de RE! sur les propriétés fonctionnelles des DC 
générées in vitro. Nous avons évalué dans un premier temps leur capacité à activer des 
lymphocytes T CD4
+
. Nous avons ensuite testé leur capacité à produire des cytokines comme 
l’IL-12 et l’IL-6 suite à l’exposition à différents stimuli microbiens, ou suite à une activation  
par la voie CD40-CD40L mimant l’interaction des DC avec les lymphocytes T. 
 
Parallèlement nous nous sommes intéressés à l’influence des œstrogènes sur une autre 
population de DC, les pDC, dont l’activation et la production d’IFN-!" sont impliquées dans 
le développement de maladies auto-immunes telles que le LED. Aucune étude, à l’heure 
actuelle, n’a rapporté un effet direct des œstrogènes sur les fonctions des pDC. Deux études 
ont néanmoins mis en évidence des différences de réponses entre les pDC provenant des 
femmes et d’hommes. Berghöfer et al. ont révélé que les pDC de femmes produisaient plus 
d’IFN-! en réponse au R848 (TLR-7), sans toutefois détecter de différence dans la production 
de TNF-! (Berghöfer et al., 2006). Plus récemment, Meier et al. ont confirmé ces résultats en 
analyse par cytométrie en flux et avec des séquences d’ARN viraux (Meier et al., 2009). Les 
deux groupes n’ont pas trouvé de différence de réponse après activation des pDC par le TLR-
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9. Le gène codant pour le TLR-7 étant porté par un chromosome sexuel, Berghöfer et al. ont 
pu exclure un problème d’inactivation du chromosome X, indiquant une expression similaire 
du TLR-7 entre les pDC provenant d’hommes ou de femmes (Berghöfer et al., 2006). 
Ainsi, nous avons émis l’hypothèse qu’un facteur lié au sexe, comme les hormones 
sexuelles pourraient être responsables de cette inégalité entre les sexes. Nous avons donc 
étudié l’effet d’un traitement à l’œstradiol sur les capacités des pDC à produire des cytokines 
en réponse à divers ligands des TLR-7 et -9. Nous avons réalisé ces expériences chez la 
souris, où nous disposons de différentes lignées spécifiquement invalidées pour le ER! dans 
les DC ou le compartiment hématopoïétique, mais également chez l’Homme dans le cadre 
d’une étude clinique. Cette étude a consisté à traiter des femmes ménopausées avec de l’E2 
sur une période d’un mois. Deux prélèvements sanguins avant le début du traitement nous 
permettaient de définir la variabilité intra-individuelle, suivis d’un dernier prélèvement après 
le mois de traitement afin d’évaluer l’effet du traitement sur la fonction des pDC. 
 
Nous savons que les DC murines et humaines, aux niveaux des précurseurs et des 
cellules différenciées expriment les ER indiquant que les oestrogènes pourraient moduler leur 
développement, leur demi-vie, leur activation et leur fonction dans l’immunité innée et 
adaptative. Au cours de ma thèse, j’ai donc analysé l’influence des œstrogènes, en particulier 
l’E2 sur la biologie des cDC et des pDC dans différents modèles, à la fois chez l’Homme et la 
souris.  
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Estrogen Receptor !, but Not ", Is Required for Optimal
Dendritic Cell Differentiation and of CD40-Induced
Cytokine Production1
Victorine Douin-Echinard,2*†‡§ Sophie Laffont,2*‡ Cyril Seillet,2*‡ Laurent Delpy,*¶
Andre´e Krust,! Pierre Chambon,! Pierre Gourdy,†‡§ Jean-Franc¸ois Arnal,†‡§
and Jean-Charles Gue´ry3*‡§
Dendritic cells (DC) are critical actors in the initiation of primary immune responses and regulation of self-tolerance. The steroid
sex hormone 17"-estradiol (E2) has been shown to promote the differentiation of DCs from bone marrow (BM) precursors in vitro.
However, the estrogen receptor (ER) involved in this effect has not yet been characterized. Using recently generated ER!- or
ER"-deficient mice, we investigated the role of ER isotypes in DC differentiation and acquisition of effector functions. We report
that estrogen-dependent activation of ER!, but not ER", is required for normal DC development from BM precursors cultured
with GM-CSF. We show that reduced numbers of DCs were generated in the absence of ER! activation and provide evidence for
a cell-autonomous function of ER! signaling in DC differentiation. ER!-deficient DCs were phenotypically and functionally
distinct from wild-type DCs generated in the presence of estrogens. In response to microbial components, ER!-deficient DCs failed
to up-regulate MHC class II and CD86 molecules, which could account for their reduced capacity to prime naive CD4# T
lymphocytes. Although they retained the ability to express CD40 and to produce proinflammatory cytokines (e.g., IL-12, IL-6)
upon TLR engagement, ER!-deficient DCs were defective in their ability to secrete such cytokines in response to CD40–CD40L
interactions. Taken together, these results provide the first genetic evidence that ER! is the main receptor regulating estrogen-
dependent DC differentiation in vitro and acquisition of their effector functions. The Journal of Immunology, 2008, 180: 3661–
3669.
D endritic cells (DC)4 are the major class of APCs. Theyplay a central role in the initiation and coordination ofthe innate and adaptive immune responses by integrating
signals from pathogens, cytokines, and T cells. DC activation can
be induced by a variety of signals, such as microbial or viral prod-
ucts, which are directly recognized by members of the TLR family
(1). Upon activation, DCs mature into potent APCs expressing
high levels of MHC molecules and costimulatory molecules
(CD80/CD86, CD40) and secrete immunomodulatory cytokines,
such as IL-12, IL-6, and IL-10, that control the expansion and
differentiation of naive T cells into effectors (2–4). Although IL-12
synthesis by DCs can be initiated by microbial signals, it re-
quires reciprocal signaling from T cells for optimal production
(5, 6). This cellular dialogue is mainly dependent on the inter-
actions between CD40 expressed by DCs and its ligand CD154
(CD40L), which is expressed by CD4! T cells following TCR
stimulation (7).
DCs represent an extremely plastic and versatile cell type, which
plays a crucial role not only in the initiation and control of immu-
nity and tolerance, but can also contribute to the induction of
pathological situations such as autoimmune diseases (8). Although
sex-based differences in the susceptibility to autoimmune diseases
are well known, the underlying mechanisms are not understood
(9). It has been shown that sex hormones, particularly estrogens,
may contribute to the pathogenesis of some autoimmune diseases
(9). The identification of estrogen receptors (ER) on immune cells
suggested that sex steroid hormones, such as estrogens, may act
directly on the immune system, modulating APC functions, lym-
phocyte activation, and/or cytokine-gene expression. Estrogen re-
ceptors ! (ER!) and " (ER") belong to the nuclear receptor family
of transcription factors. They are encoded by two different genes,
Esr1 and Esr2, and account for most of the known effects of es-
trogens (10). Human and mouse DCs express transcripts for both
ER isotypes (11, 12) and could therefore represent a critical target
for estrogens in vivo. Indeed, it has been shown that differentiation
of DCs from murine bone marrow (BM) cells in the presence of
GM-CSF was dramatically dependent on the presence of estrogens
normally found in conventional culture medium (12). However,
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direct evidence for a role of ER! and/or ER" signaling in this
effect was still lacking.
In this study, we have attempted to elucidate the respective role
of ER! and ER" on GM-CSF-induced DC development and ac-
quisition of effector functions, using recently generated ER-defi-
cient mice (13). We confirmed the requirement for estrogens to
generate optimal numbers of fully functional DCs in vitro, and we
demonstrated that the effect of 17"-estradiol (E2) on DC differen-
tiation was dependent on ER! but not ER" activation. The quan-
titative defect in DC development observed in the absence of ER!
signaling was also associated with phenotypic and functional dif-
ferences, as assessed by the expression of maturation markers, the
ability to stimulate T cell proliferation and to secrete proinflam-
matory cytokines in response to TLR- or CD40-dependent stimu-
lations. Taken together, these results show that E2-dependent ac-
tivation of ER!, but not ER", regulates critical steps involved in
the development and acquisition of effector functions of DCs.
Materials and Methods
Mice
Female C57BL/6 (B6) (H-2b, CD45.2) mice were purchased from Centre
d’Elevage R. Janvier. ER!-deficient B6 mice (CD45.2), which have a de-
letion in the exon 2 of the ER! gene (ER!!/!), ER"-deficient B6 mice
(ER"!/!), and littermate controls on B6 background have been previously
described (13). Females were used in most experiments with ER-mutant
mice, but identical results were obtained with males. CD45.1 B6.SJL con-
genic mice were initially obtained from The Jackson Laboratory. B10.D2
ER!!/! (H-2d) mice were generated in our own animal facilities by cross-
ing ER!"/! B6 mice with B10.D2 mice obtained from Harlan Sprague
Dawley. After three backcrosses on B10.D2 background, ER!"/! H-2d/d
homozygotes were selected to generate B10.D2 ER!!/! or ER!"/" fe-
male mice. DO11.10 transgenic mice carrying a V!2/V"8 TCR specific for
OVA323–339/I-Ad complexes (14) on BALB/c (H-2d) background were
initially provided by Dr. L. Adorini (BioXell). Mice were bred and main-
tained in our specific pathogen-free animal facility. Protocols were ap-
proved by our institutional review board for animal experimentation.
DC generation from murine BM
BM-derived dendritic cells (BMDC) were generated as previously de-
scribed (15). Briefly, BM cells were flushed out from femurs and tibias.
After lysis of RBCs in ammonium chloride potassium, BM cells were
cultured in conventional medium or steroid-free medium containing 20
ng/ml murine GM-CSF (PeproTech) at 2 # 105 cells/ml in bacteriological
petri dishes (Greiner Bio-One). On day 3, an equal volume of fresh me-
dium with 20 ng/ml GM-CSF was added to the culture, and on day 6, half
of the medium was removed and replaced by fresh medium containing 10
ng/ml GM-CSF. Conventional medium (CM) was RPMI 1640 (Eurobio)
supplemented with 10% heat-inactivated FCS (ATGC Biotechnologie), 1
mM sodium pyruvate, 1% nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine, 50
#M 2-ME, and 50 #g/ml gentamicin (Sigma-Aldrich). Culture medium
used for experiments in estrogen controlled conditions (referred to as ste-
roid-free medium (SFM)) contained phenol red-free RPMI 1640 (Eurobio)
with 10% dextran charcoal-treated FCS (HyClone) supplemented with 1
mM sodium pyruvate, 1% nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine, 50
#M 2-ME, and 50 #g/ml gentamicin (Sigma-Aldrich). Cell treatments with
E2 (Sigma-Aldrich), with the ER antagonist ICI182,780 (Tocris Bioscience),
or with DMSO vehicle were performed at days 0, 3, and 6 of the cultures.
Total cells in the culture were recovered at day 8 or day 9 and counted. DC
yield was calculated by multiplying total cell number by the percentage of
CD11c"Gr-1! DCs in the culture, which was determined by flow cytom-
etry as described below.
For mixed BM cultures, BM cells from CD45.1 mice (105 cells/ml) were
mixed with equal amounts of CD45.2 ER!"/" or CD45.2 ER!!/! BM
cells (105 cells/ml) and cultured with GM-CSF as described previously.
Expressions of CD45.1 and CD45.2 alloantigens and of CD11c and Gr-1
markers were assessed by flow cytometry to calculate DC yields from each
CD45 allotype.
DC purification and stimulations
DCs were purified from GM-CSF cultures by positive CD11c selection by
preincubation with CD11c-specific microbeads and subsequent immuno-
magnetic sorting using MiniMACS columns (Miltenyi Biotec). Purity after
enrichment was routinely between 80 and 95% CD11c" cells as assessed
by flow cytometry. For stimulations with TLR agonists, purified DCs were
stimulated with LPS (Escherichia coli 0111:B4 LPS Ultrapure; Invivo-
Gen), poly(I:C) (Sigma-Aldrich), CpG-containing phosphorothioate oli-
godeoxynucleotide (ODN) 1668 (Sigma-Aldrich), or GpC-ODN control
(Sigma-Aldrich). For CD40-dependent stimulation, purified DCs were
cocultured with control mock-transfected or CD40L (CD154)-expressing
National Institutes of Health 3T3 fibroblasts, which were a gift from Dr. P.
Hwu (National Cancer Institute, Bethesda, MD) and were provided by Dr.
C. Reis e Sousa (Cancer Research U.K., London).
Analysis of surface markers and cytokine production
Before staining, cells (5–10 # 105) were incubated 15 min at room tem-
perature with blocking buffer (PBS with 1% FCS, 3% normal mouse se-
rum, 3% normal rat serum, 5 mM EDTA, 1‰ NaN3) containing 5 #g/ml
anti-CD16/CD32 (2.4G2, American Type Culture Collection). For surface
cell staining, cells were incubated for 30 min on ice with FITC-, PE-,
biotin-, or APC-conjugated mAbs diluted at the optimal concentration in
FACS buffer (PBS 1% FCS, 5 mM EDTA, 1‰ NaN3). When biotinylated
mAbs were used, cells were washed twice in FACS buffer before incuba-
tion with APC-conjugated streptavidin (eBioscience). The following mAbs
for cell surface staining were purchased from BD Biosciences: anti-CD11c
(HL3), anti-CD11b (M1/70), anti-Ly-6C (AL-21), anti-CD86 (GL1); or
from eBioscience: anti-CD11c (N418), anti-MHC class II (M5/114.15.2),
anti-CD40 (HM40-3), anti-CD45.1 (A20), anti-CD45.2 (104), anti-TLR4/
MD2 (MTS510), or anti-CD4 (GK1.5). Flow cytometry analyses were per-
formed on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences).
For phenotypic analysis of DC maturation and intracellular cytokine
production, purified DCs were incubated in CM supplemented with 10
ng/ml GM-CSF and stimulated for 18 h with 2 #g/ml LPS. DCs were
recovered by incubation for 15 min on ice with PBS containing 1% FCS
and 2 mM EDTA. For detection of intracellular cytokine production, DCs
stimulated as indicated above were incubated with 10 #g/ml brefeldin A
(Sigma-Aldrich) for the last 4 h of culture. After surface staining with
FITC-anti-MHC-II and APC-anti-CD11c and fixation in PBS 1% parafor-
maldehyde, cells were permeabilized with 0.5% saponin, and intracellular
cytokine staining was performed with PE-anti-IL-6 (MP5–20F3), FITC-
anti-TNF-! (MP6-XT2), PE-anti-IL-12p40/p70 (C15.6), or PE-rat IgG1
isotype control, all from BD Biosciences.
For cytokine production, DCs were cultured in 96-well plates (3 # 104
cells/well) and stimulated with 2 #g/ml LPS, 10 #g/ml poly(I:C), 1 #g/ml
CpG-ODN, or 1 #g/ml GpC-ODN control. For CD40-dependent stimula-
tion, DCs (6 # 104 cells/well) were cocultured with CD40L-transfected Na-
tional Institutes of Health 3T3 fibroblasts (2.5 # 104 cells/well) in 96-well
plates in the absence or presence of anti-CD154 mAb (BD Biosciences).
Mock-transfected National Institutes of Health 3T3 fibroblasts were used as
control. To assess IL-12p70 production, 5 ng/ml IFN-$ (PeproTech) was
added to the stimulations. Production of IL-6, TNF-!, and IL-12p40 were
measured in 24-h culture supernatants, and IL-12p70 was measured in 48-h
culture supernatants. Cytokines were quantified by two-site sandwich
ELISA (all mAbs were purchased from BD Biosciences).
Assessment of Ag-specific CD4" T cell activation
The ability of DCs to activate Ag-specific T cells was monitored by mea-
suring CFSE dilution and thymidine incorporation of OVA-specific CD4"
T cells from DO11.10 TCR transgenic mice. CD4" T cells were enriched
by negative selection using CD4" T cell isolation kit (Dynal Biotech) and
labeled with 5 #M CFSE as described elsewhere (16). CFSE-labeled
DO11.10 CD4" T cells were incubated at 1# 105 cells per well in 96-well
plates (Costar) with a constant number of CD11c-sorted ER!!/! or
ER!"/" B10.D2 DCs (3 # 104 cells) per well and titrated concentrations
of endotoxin-free OVA protein (Sigma-Aldrich) or OVA323–339 peptide
(NeoMPS). Cells were cultured in CM at 37°C in a humidified atmosphere
containing 5% CO2. After 72 h culture, cell division was assessed by flow
cytometry. DO11.10 TCR transgenic CD4" T cells labeled with CFSE
were stained with biotinylated anti-DO11.10 clonotype KJ1.26 and PE-
conjugated anti-CD4. To assess CD4" T cell proliferation, cultures were
set up as above and pulsed with 1 #Ci [3H]TdR (40 Ci/nmol, the Radio-
chemical Centre, Amersham, U.K.) at 48 h. Incorporation of [3H]TdR was
measured 12 h later by using a MicroBeta TriLux luminescence counter
(PerkinElmer).
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Results
Generation of DC from BM progenitors is impaired in absence
of E2 and requires ER!- but not ER"-dependent signaling
Culture of BM cells in the presence of GM-CSF leads to the dif-
ferentiation of CD11c! myeloid DCs, expressing CD11b and high
to intermediate levels of MHC class II (MHC-II) molecules (15,
17). Using this culture system, it has been previously shown that
the absence of estrogens or the presence of ER antagonists resulted
in an impaired development of CD11c!CD11bint DCs that nor-
mally represent most cells generated in estrogen-supplemented
medium (12). Instead, culture of BM cells in steroid hormone-
deficient medium generated mainly CD11c-negative cells that ex-
press the myeloid differentiation marker Gr-1 and low to high lev-
els of CD11b (12). In the present study, we used this culture
system to determine the role of ER isotypes in this effect of E2 on
DC differentiation using recently generated ER!- or ER"-deficient
mice (13). BM cells from ER!"/" or ER!!/! littermate control
mice were culture in CM in the presence or absence of the pure ER
antagonist ICI182,780. As shown in Fig. 1, the frequency as well as
the absolute number of CD11c!Gr-1" DCs that developed from
ER!"/" BM cultures was reduced up to 3- to 4-fold as compared
with wild-type (WT) BM. This quantitative defect was associated
with phenotypic changes between WT and ER!"/"CD11c! DCs
as shown by the analysis of CD11b and MHC-II expression (Fig.
1, A and C). Whereas WT CD11c! DCs were mainly composed of
CD11bintMHC-IIint/high cells, CD11c! cells from ER!"/" BM cul-
tures were enriched in cells expressing higher levels of CD11b and
low to intermediate levels of MHC-II molecules (MHC-IIlow/int). To
control the implication of estrogens present in standard culture
medium, the pure ER antagonist ICI182,780 (2 # 10"8 M) was
added to the cultures at days 0, 3, and 6 (Fig. 1, A and B). As
expected, blocking the endogenous stimulation of ER reduced the
development of DCs from WT BM cells (Fig. 1, A and B). Fur-
thermore, DCs generated under such conditions exhibited a
CD11b/MHC-II phenotype indistinguishable from ER!-deficient
CD11c! cells (Fig. 1A). In agreement with previous works (12),
similar results were obtained when DCs were generated in steroid
hormone-deficient medium (Fig. 1, C and D). Addition of E2 (10
nM) in cultures of WT but not ER!"/" BM cells effectively re-
stored the capacity of the BM progenitors to generate normal num-
bers of DCs with the expected phenotype (Fig. 1, C and D).
Although our data demonstrate the obligatory role of ER! in
promoting DC development, it has been previously suggested that
ER" could also be implicated in DC differentiation from BM pre-
cursors (12). To address this point, BMDCs were generated from
ER""/" or ER"!/! progenitors in steroid-free medium supple-
mented or not with E2 (10 nM). Absence of E2 led to an impaired
development of CD11c! DCs in both ER"!/! and ER""/" BM
cell cultures that exhibited a CD11b/MHC-II phenotype similar to
ER!"/" DCs (Fig. 2A). Addition of E2 to the steroid-free cultures
allowed ER""/" BM progenitors to differentiate into DCs as ef-
ficiently as ER"!/! or ER!!/! control cells (Fig. 2, A and B).
Again, E2 supplementation of ER!"/" BM cultures could not re-
store normal numbers of CD11c! DCs, in agreement with data in
Fig. 1. Similar results were obtained when BMDCs were generated
in CM containing regular FCS and thereby E2 (Fig. 2C). Taken
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FIGURE 1. ER! activation is critical for BMDC generation. ER!"/" or
ER!!/! BM cells were grown for 9 days with GM-CSF in CM supple-
mented or not with 20 nM ICI182,780 (A and B) or in SFM supplemented or
not with 10 nM E2 (C and D). The percentages of CD11c!Gr-1" and
CD11bintMHC-II! cells of gated CD11c! cells were determined by flow
cytometry and are indicated. Absolute number of DCs generated in CM (B)
or in SFM (D) are reported as the means $ SEM of five to seven inde-
pendent experiments. Differences between variables were evaluated by the
Mann-Whitney U test (!!, p % 0.01; ns, not significant).
FIGURE 2. ER" activation is dispensable for BMDC differentiation. A,
ER""/" or ER"!/! BM cells were grown for 9 days with GM-CSF in
SFM supplemented or not with 10 nM E2. The percentages of
CD11c!Gr-1" and CD11bintMHC-II! cells of CD11c!-gated cells were
determined by flow cytometry and are indicated. Absolute numbers of DCs
generated from ER!"/" or ER""/" BM cells in SFM (B) or in CM (C)
supplemented with 10 nM E2 are expressed as the means $ SEM of trip-
licate or quadruplicate cultures. Data are representative of three
experiments.
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together, these data demonstrate that estrogens are required to sup-
port efficient DC development from BM precursors in vitro
through ER! but not ER".
Deficiency of ER!!/! BM cells to develop into DCs is a
cell-autonomous feature
As ER! signaling has been shown to regulate cytokine production
in myeloid cells in vitro (18, 19), it was important to distinguish
whether the impaired DC development was caused by a cell-in-
trinsic defect of ER! signaling within the DC lineage or by an
indirect effect due to autocrine or paracrine factors, which could
regulate DC development. We examined the generation of
CD11c" DCs from either ER!"/" or ER!!/! Ly-5.2 BM cells
when cocultured with equal numbers of Ly-5.1 WT BM progen-
itors in CM supplemented or not with an excess of E2 (Fig. 3). As
shown in Fig. 3A, the proportion of CD11c"Gr-1! DCs expressing
the CD45.2 allotypic marker was reduced by #2-fold when
ER!!/! CD45.2 BM cells were cultured in competition with WT
CD45.1 cells. This difference was even exacerbated in E2-supple-
mented medium, indicating that a high dose of E2 further promoted
DC development in WT but not in ER!!/! BM progenitors (Fig.
3, B and E). Additionally, analysis of the CD11b/MHC-II expres-
sion profile of ER!!/! DCs (CD45.2) generated in the presence of
WT CD45.1 progenitors (Fig. 3C) exhibited a similar phenotype as
ER!!/! DCs generated alone (see Fig. 1). To better define the DC
subsets generated under these various conditions, we also assessed
the relative expression of CD11b and Ly-6C among CD11c" cells.
Indeed, E2 has been shown to preferentially promote the differen-
tiation of CD11c"CD11bint lacking Ly-6C expression, whereas
the proportion of CD11bhighLy-6C" cells among CD11c" cells
was increased in the absence of E2 (20). We could identify
CD11bhighLy-6C" and CD11bintLy-6C! subsets in both WT and
ER!!/! DC cultures (Fig. 3, D and E). The frequency of
CD11bhighLy-6C" cells was increased in DCs developing from
ER!!/! progenitors. Similar results were obtained when DCs
were generated from WT BM in the absence of E2 (not shown).
Ly-6C!CD11c" cells expressing an intermediate and homogenous
level of CD11b (CD11bintLy-6C!) were the most frequent subset
in the progeny of ER!"/" BM cells. By determining the number
of DCs generated in each combination, we observed that the ab-
solute number of CD11bintLy-6C" among CD45.1/CD45.2 was
neither affected by the presence of a functional ER! gene in BM
precursors nor by providing excess E2 during DC differentiation
(Fig. 3E). By contrast, the generation of CD11bintLy-6C! DCs,
which represented most CD11c" cells from WT BM cultures, was
strongly dependent on ER! signaling. Indeed, when cocultured
with ER!!/! cells, ER!"/" (CD45.1") cells represented 75–87%
of total CD11bintLy-6C!CD11c" in the absence or presence of
exogenously added E2, respectively. Thus, the generation of
CD11bintLy-6C! DCs from ER!!/! BM precursors could not be
rescued by WT hemopoietic progenitors. Reciprocally, the devel-
opment of WT CD45.1 DCs was not affected by the presence of
ER!-deficient BM cells. Taken together, these results further un-
derscore a requirement for ER! activation in DC development and
provide evidence for a cell-autonomous function for ER! signal-
ing in DC generation.
ER!-deficient DCs show phenotypic and functional
abnormalities
DC development is decreased in the absence of ER! signaling, but
it is not abolished. The DCs that develop in these conditions are
enriched in cells expressing high levels of CD11b, Ly-6C, and
lower levels of MHC-II that may represent immature myeloid
DCs. ER!!/! DCs were enriched in cells expressing low to un-
detectable levels of MHC-II molecules and displaying high CD11b
staining (see Figs. 1–3; Fig. 4A). Although expression of costimu-
latory molecules was similar between most untreated immature
ER!!/! and control DCs, the frequency of cells expressing high
levels of MHC-II and CD86 was higher in WT DCs than in
ER!!/! DCs (Fig. 4A). DCs were stimulated through TLR4 (LPS)
or TLR9 (CpG-DNA) for 24 h, followed by flow cytometric as-
sessment of surface expression of MHC-II, CD86, and CD40 co-
stimulatory molecules. As expected, a strong up-regulation of
MHC-II and costimulatory molecules CD86 or CD40 was ob-
served in WT DCs after stimulation with LPS or CpG-DNA. By
contrast, despite an increased expression of CD40 molecules to
levels similar to WT DCs, $30–50% of ER!!/! DCs failed to
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FIGURE 3. Intrinsic expression of ER! is required to promote BMDC
development. A and B, CD45.2 BM cells from ER!!/! or ER!"/" mice (3
mice/group) were cultured in competition with CD45.1 BM cells at a 1:1
ratio in CM alone or supplemented with 10 nM E2. A, Percentages of
CD45.1" and CD45.1! cells (CD45.2", not shown) gated on
CD11c"Gr-1! DCs are indicated. B, Ratios between the frequency of
CD45.1 and CD45.2 DCs (defined above as CD45.1! DCs) in each com-
bination are indicated. Data are expressed as means % SEM of 3 mice/
group. Data were analyzed for statistical significance with a two-tailed
Student’s t test (!!, p & 0.01). C and D, The expression of phenotypic
(CD11c, Gr-1, CD11b, MHC-II, Ly-6C) and allotypic CD45.1 markers was
analyzed in competition experiment performed as in A. The percentages of
CD11bintMHCII" (C) and CD11b"Ly-6C! or Ly-6C" DCs (D) among
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CD45.1 BM cells cultured in competition with ER!!/! or control ER!"/"
CD45.2 BM cells are indicated. Cultures were performed in CM alone or
supplemented with an excess of E2 as indicated. Numbers in parentheses
indicate the ratio between CD45.2 and CD45.1 DCs. Data are representa-
tive of three independent experiments.
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up-regulate MHC-II or CD86 molecules upon stimulation through
TLR4 or TLR9 (Fig. 4A). Thus, as for MHC-II molecules, up-
regulation of CD86 was significantly impaired in some ER!!/!
DCs in response to LPS or CpG. By contrast, no major defect in
CD40 expression was observed after LPS- or CpG-induced mat-
uration of ER!!/! DCs.
We also measured IL-6 and IL-12 production by DCs stimulated
with poly(I:C) (TLR3), LPS, and CpG-DNA in the presence or
absence of IFN-". As shown in Fig. 4B, ER!!/! DCs stimulated
with LPS or poly(I:C) secreted more IL-6 and TNF-! (not shown)
than did WT DCs, whereas cytokine production in response to
CpG was slightly reduced in ER!!/! DCs (Fig. 4B). Likewise, in
the presence of IFN-", IL-12p70 secretion was again superior in
ER!!/! DC cultures stimulated with LPS or poly(I:C) as com-
pared with WT DCs. Thus, despite some defects in their matura-
tion processes, ER!!/! DCs exhibited an enhanced capacity to
produce various proinflammatory cytokines in response to micro-
bial components that trigger DCs through TLR4 or TLR3. This
observation was confirmed by single-cell analysis of IL-6 and
TNF-! production by intracellular staining after LPS stimulation.
DCs producing either IL-6, TNF-!, or both were more frequent in
CD11c"ER!!/! DCs stimulated by LPS (Fig. 4D). This enhanced
LPS responsiveness of ER!!/! DCs was correlated with an in-
creased frequency of cells expressing high levels of TLR4 and
CD11b molecules (Fig. 4E).
T cell stimulatory capacity of ER!!/! DCs is impaired
Because the principal function of DCs is to activate T lympho-
cytes, we next evaluated the ability of ER!!/! DCs to prime
OVA-specific naive CD4" T cells from DO11.10 Tg mice. For this
purpose, the ER! mutation was backcrossed to B10.D2 mice to
generate ER!!/! mice of the H-2d haplotype. The defect in
BMDC development was identical between B10.D2 and C57BL/6
ER!-deficient mice (data not shown). DCs were generated from
B10.D2 ER!!/! or ER!"/" mice, and CD11c"-purified DCs
were then used to stimulate transgenic DO11.10 CD4" T cells that
express a TCR specific for the I-Ad/OVA323–339 peptide complex.
The proliferative capacity of DO11.10 CD4" T cells was signifi-
cantly impaired when ER!!/! DCs were used as APCs in re-
sponse to both OVA323–339 peptide (Fig. 5, A and B) or OVA
protein (Fig. 5, C and D). We next determined whether the defec-
tive capacity of ER!-deficient DCs to prime OVA-specific CD4"
T cell proliferation was due to lack of E2-mediated signaling dur-
ing DC development. B10.D2 DCs were generated in steroid-free
medium supplemented or not with various doses of E2. Purified
DCs were then tested for their capacity to activate DO11.10 T cells
in the presence of OVA323–339 peptide. As shown in Fig. 5E, WT
DCs generated in the absence of E2, like ER!-deficient DCs, ex-
hibited a reduced capacity to induce the proliferation of DO11.10
CD4" T cells. This functional defect was reversed by adding
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FIGURE 4. ER!!/! BMDCs are phenotypically and
functionally distinct from WT BMDCs. ER!"/" or
ER!!/! BMDCs were generated in CM as in Fig. 1 and
were purified by CD11c-positive selection. A, DCs were
left untreated (filled histogram) or stimulated for 18 h with
TLR ligands as indicated (open histogram). Expression of
MHC-II, CD86, and CD40 were analyzed by flow cytom-
etry. B and C, ER!"/" or ER!!/! DCs were stimulated
with poly(I:C), LPS, or CpG-DNA in the absence (B) or
presence of IFN-" (C). IL-6 and IL-12p70 were measured
by ELISA in 24 (B) or 48 h (C) culture supernatants, re-
spectively. Results are expressed as the means # SEM of
3 mice/group. Data were analyzed for statistical signifi-
cance with a two-tailed Student’s t test (!, p $ 0.05; !!,
p $ 0.01). D, DCs were stimulated with LPS (2 #g/ml)
for 18 h and were assessed for IL-6 and TNF-! production
by intracellular staining. Dot plots show IL-6 vs TNF-!
staining of gated CD11c" cells. E, Dot plots show CD11b
vs TLR4 expression of resting CD11c" ER!"/" or
ER!!/! DCs. Data are representative of three to four in-
dependent experiments.
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exogenous E2 to WT but not to ER!!/! DCs. Indeed, when DCs
were generated in the presence of doses ranging from 0.1 to 10
nM, they were able to efficiently activate naive CD4" T cells (Fig.
5E and data not shown). This was confirmed by analyzing CFSE
dilution in DO11.10 T cells (data not shown). E2 at 0.01 nM or
below could not support efficient DC development, and DCs gen-
erated in this condition had a phenotype similar to ER!!/! DCs
(data not shown).
DCs that develop in the absence of ER signaling have reduced
cytokine response to CD40 triggering
Because DC effector functions are markedly dependent on T cell-
derived signals (5, 6), we assessed the effect of CD40 ligation on
the cytokine response of WT or ER!!/! DCs. We showed that
CD40 expression was similar between immature WT and ER!!/!
DCs and was strongly up-regulated in both DC populations upon
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stimulation with LPS or CpG (Fig. 4). We next evaluated the ca-
pacity of DCs to respond to CD40-dependent signaling. Culturing
WT DCs on a monolayer of CD40L-expressing fibroblasts, but not
control cells (not shown), induced high levels of IL-6 and IL-
12p40 (Fig. 6A). In contrast, cytokine production was strongly
reduced in ER!!/! DCs upon CD40 triggering (Fig. 6A). Addition
of an excess of E2 during DC development resulted in an enhanced
production of IL-6 and IL-12p40 in WT but not in ER!!/! DCs
(Fig. 6B). Similar results were obtained upon CD40L stimulation
in the presence of IFN-" (Fig. 6C). In addition to IL-6, high levels
of IL-12p70 were induced in WT DCs but not in ER!!/! DCs.
Cytokine production by DCs was blocked in the presence of anti-
CD154 Ab (Fig. 6C).
We then determined the frequency of IL-12p40-producing cells
by intracellular staining of DCs stimulated with CD40L-trans-
fected fibroblasts for 18 h. Compared with baseline staining with
an isotype control mAb, 10–25% of WT DCs could be stained for
IL-12p40 (Fig. 6D and data not shown). In contrast, the frequency
of IL-12p40-producing cells was reduced by 3- to 10-fold in
ER!!/! DCs (Fig. 6D and data not shown). Cytokine-producing
cells were contained in DCs expressing high levels of MHC-II in
both CD40L-stimulated WT and ER!!/! DCs. DCs that had up-
regulated MHC-II molecules (MHC-IIhigh) had also increased their
expression of CD40 when compare with MHC-IIlow DCs. Notably,
no differences were seen between WT and ER!!/! DCs, which
indicates that defective CD40L-mediated activation of ER!!/!
DCs cannot be explained by a reduced expression of CD40
molecules.
Finally, we evaluated whether the functional differences we ob-
served in ER!!/! DCs were also found in DCs generated from
WT progenitors in the absence of estrogens. Purified WT DCs
generated in steroid-free medium supplemented or not with E2
were activated for 24 h with LPS (Fig. 7, A and B) or CD40L-
transfected cells (Fig. 7, C and D) in the absence (Fig. 7, A and C)
or presence of E2 (Fig. 7, B and D). As shown in Fig. 7A, IL-6
synthesis was strongly enhanced in LPS-stimulated ER!!/! DCs
but also in WT DCs generated in the absence of E2 (E2-deprived
DCs) as compared with WT DCs generated in E2-supplemented
medium. When stimulated through CD40, again ER!!/! DCs
and E2-deprived WT DCs had an identical phenotype and pro-
duced significantly less IL-6 as compared with E2-supplemented
WT DCs (Fig. 7C). Similar cytokine profiles were observed when
DC stimulations were performed in E2-supplemented medium
(Fig. 7, B and D). Thus, the presence of the hormone at the time of
TLR- or CD40-mediated stimulation had little if any effect on cy-
tokine production by DCs. These results are consistent with an E2
action, through ER!, on precursor cells during DC development
rather than on already differentiated cells.
Discussion
In the present study, we confirm that estrogens are critical to sup-
port normal DC development from BM precursors (12), and we
unambiguously establish that ER!, but not ER#, is required to
mediate this effect. Indeed, DCs generated from WT precursors
grown in steroid-free conditions were indistinguishable from DCs
derived from ER!-deficient precursors irrespective of the presence
or absence of E2. ER!-deficient DCs showed an impaired capacity
to up-regulate MHC-II and CD86 molecules upon TLR stimulation
and to activate naive CD4" T cells. Failure of ER!!/! DCs to
efficiently prime CD4" T cells was associated with a reduced abil-
ity to produce proinflammatory cytokines in response to CD40L.
Thus, E2-dependent activation of ER!, but not ER#, regulates crit-
ical steps involved in DC development in vitro.
It has been previously shown by Kovats and coworkers that
estrogens were required to promote DC differentiation from BM
progenitors, but the respective roles of ER! and ER# in this effect
remained unresolved (12). Of note, Kovats’s group previously
used a first-generation model of ER!-targeting mice, consisting of
the insertion of a Neo cassette into exon 1 (hereafter called ER!-
Neo!/!) (21). Although the development of DCs from ER!-
Neo!/! mice was impaired, addition of excess of E2 restored near
normal numbers of CD11c"CD11bint cells in the cultures, sug-
gesting a possible compensatory role of ER# (12). The explanation
of this apparent discrepancy resides most likely in the recently
characterized phenotypic difference between these two mutant
strains. Although the expression of the full-length 66 kDa isoform
of ER! (p66) is abolished in ER!-Neo!/! mice, two others splice
variants lacking the AF-1 transactivator domain have been identi-
fied (p55, p46) that still possess a residual estrogen-dependent
transcriptional activity (22–24). In contrast, in the mouse model of
complete inactivation of ER! used in the present study (13, 22),
E2, even in high amounts, failed to promote DC differentiation
from BM progenitors, demonstrating that ER# signaling could not
compensate for the lack of ER!. Thus, our results show for the first
time that ER! is the main receptor implicated in the E2-dependent
differentiation of BM progenitors into DCs in vitro. These data
also suggest that the AF-1 transactivator domain of ER! might be
dispensable for the E2-mediated effect on DC development as it
was previously shown for some vascular effects of E2 (22).
Myeloid progenitors can be distinguished into several subsets
according to CD34 and CD16/32 expression, among them a
CD34"CD16/32" common precursor for both macrophages and
tissue resident DCs has been recently identified, based on the ex-
pression of CX3CR1 (25). We showed that inhibition of ER! ac-
tivation in WT BM cells during DC differentiation led to a phe-
notype similar to that of ER!!/! cells excluding specific myeloid
precursor deficiency due to lack of estrogen signaling in ER!!/!
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mice in vivo. Moreover, it was previously shown that E2 had max-
imal effect at the beginning of the culture, consistent with E2 action
on precursor cells (12). Additionally, impaired DC development
persisted when ER!-deficient progenitors were cocultured with
WT cells, indicating a cell-intrinsic requirement for ER! activa-
tion. Likewise, the generation of WT DCs was not affected by the
presence of ER!-deficient progenitors. Thus, default DC develop-
ment from ER!!/! progenitors was intrinsic to the cells and not
due to autocrine or paracrine effects of cytokines present in the
microenvironments. Activated ligand-bound ER classically leads
to genomic effects. Transcriptional responses to estrogens were
initially recognized to depend on specific interaction of activated
ER with ERE sequences in the promoter of target genes, but in-
teraction of ER with other transcription factor complexes, like
AP-1 (26) or Sp-1 (27), are common modulating mechanisms of
their transcriptional activity. Although the transcription factor fam-
ilies AP-1 and Sp-1 are ubiquitously expressed, they are known to
regulate several myeloid-specific gene expressions (28, 29). Our
current hypothesis is that E2-dependent activation of ER! might
regulate the activation state or expression level of transcription
factors implicated in DC lineage commitment at early stages dur-
ing differentiation of BM precursors (30). Interestingly, it has been
recently shown that E2 acts directly on highly purified myeloid
progenitors, including the CX3CR1" common macrophage and
DC progenitors (25), to regulate GM-CSF-induced DC differenti-
ation (31).
We confirmed that the development of the principal DC subtype
CD11bintMHCintLy-6Cneg was primarily impaired in the absence
of ER! signaling, whereas the development of CD11c" cells ex-
pressing high levels of CD11b and Ly-6C and low levels of
MHC-II was spared. This estrogen insensitive subset might corre-
spond to a monocyte/macrophage-like population usually present
at low frequency in WT BMDC cultures (15, 32). Indeed, we ob-
served a 2- to 3-fold increase in macrophage-like cells in ER!!/!
DC cultures by cytological staining (data not shown). This obser-
vation correlated with an increased frequency of cells expressing
high levels of TLR4-MD2 active complexes and CD11b in
ER!!/! DCs or in estrogen-deprived WT BMDC, in agreement
with previous work (20). This could explain the higher propensity
of ER!!/! DCs to produce cytokines upon LPS stimulation as
both TLR4 and the "2 integrin CD11b have been shown to act in
concert to positively regulate MyD88-dependent LPS signaling in
macrophages (33, 34). The commitment of myeloid progenitors to
DCs vs macrophages could be therefore differentially regulated by
E2 signaling under GM-CSF-induced differentiation. It has been
proposed that high PU.1 activity could favor DCs at the expenses
of macrophage fate through the negative regulation of the macro-
phage-specific transcription factor Maf-B (35). ER! signaling dur-
ing DC development could therefore regulate the balance between
PU.1, Maf-B, or others transcription factors (30), thereby modu-
lating DC differentiation.
The capacity of DCs to respond to T cell-dependent signals is
critical to initiate adaptive immune responses and drive Ag-spe-
cific CD4" T cell activation and differentiation through CD40-
dependent production of polarizing cytokines such as IL-12, IL-23,
and IL-6 (36). Our data clearly showed that DCs generated in the
absence of E2 or ER! signaling exhibited an impaired capacity to
activate naive CD4" T cells as compared with DCs generated in
the presence of E2. The low level of MHC-II and CD86 costimu-
latory molecule expressed by the main CD11bhigh DC subsets from
ER!!/! or E2-deprived WT cultures can partly account for their
inability to prime CD4" T cell proliferation. Additionally, we
found that E2-dependent ER! activation during in vitro DC dif-
ferentiation enhances CD40-dependent production of IL-12 and
IL-6, two important polarizing cytokines that drive expansion of
naive CD4" T cells to the Th1 or Th17 pathway, respectively (36).
By contrast, E2 treatment on already differentiated DCs during
stimulation with TLR or CD40 ligands did not significantly modify
cytokine secretion profiles. Thus, despite numerous studies show-
ing that estrogens could inhibit NF-#B and suppress proinflamma-
tory cytokine expression in myeloid cells in vitro (18, 19, 37), we
were unable to document any significant inhibitory effect of E2 on
either TLR- or CD40-dependent cytokine production by DCs.
Thus, differential cytokine production between DCs that developed
in the absence or presence of E2 signaling is imprinted during
GM-CSF-induced differentiation and therefore reflects an E2 effect
on precursors or developing DCs rather than on already differen-
tiated cells.
Generation of conventional GM-CSF-induced BMDC is usually
performed in culture medium exhibiting an estrogenic activity (es-
trogens present in standard FCS but also the pH indicator phenol
red). Interestingly, addition of a wide dose range of E2 from 0.1 to
10 nM in steroid-free medium could restore DC development and
in conventional medium could further increase CD40-dependent
cytokine production. Concentrations of E2 between 0.1 and 1 nM
correspond to physiological levels of E2 found in adult female
mice during diestrus (20–35 pg/ml) and estrus (100–200 pg/ml),
respectively (38), suggesting that low levels of E2 could potentially
modulate immune responses in vivo. Indeed, we have shown that
administration of E2 in castrated C57BL/6 (B6) mice resulted in a
marked up-regulation of Ag-specific CD4 T cell responses and in
the selective development of IFN-$-producing cells through ER!
signaling in hemopoietic cells (39). Interestingly, E2 has been also
shown to selectively enhance IFN-$-production by NKT cells in
vivo (40). Furthermore, E2 treatment was also shown to enhance
the susceptibility to experimental autoimmune myasthenia gravis,
a Th1-dependent B cell-mediated autoimmune disease (41). How-
ever, whether this effect of E2 in vivo is due to a direct modulation
of DC development and/or function remains to be investigated.
Understanding further the impact of ER signaling on DC biology
may therefore provide new insights into the mechanisms by which
sex-linked factors affect immunity and susceptibility to autoim-
mune diseases in women.
Acknowledgments
C. Coureau and the staff of the IFR30 animal facility are acknowledged for
skillful technical assistance. We thank Dr. P. Hwu (National Cancer Insti-
tute, Bethesda, MD) and Dr. C. Reis e Sousa (Cancer Research U.K.,
London) for providing the CD40L-transfected fibroblasts.
Disclosures
The authors have no financial conflicts of interest.
References
1. Akira, S., S. Uematsu, and O. Takeuchi. 2006. Pathogen recognition and innate
immunity. Cell 124: 783–801.
2. Kapsenberg, M. L. 2003. Dendritic-cell control of pathogen-driven T-cell polar-
ization. Nat. Rev. Immunol. 3: 984–993.
3. Reis e Sousa, C. 2004. Activation of dendritic cells: translating innate into adap-
tive immunity. Curr. Opin. Immunol. 16: 21–25.
4. Reis e Sousa, C. 2006. Dendritic cells in a mature age. Nat. Rev. Immunol. 6:
476–483.
5. Schulz, O., A. D. Edwards, M. Schito, J. Aliberti, S. Manickasingham, A. Sher,
and C. Reis e Sousa. 2000. CD40 triggering of heterodimeric IL-12 p70 produc-
tion by dendritic cells in vivo requires a microbial priming signal. Immunity 13:
453–462.
6. Edwards, A. D., S. P. Manickasingham, R. Sporri, S. S. Diebold, O. Schulz,
A. Sher, T. Kaisho, S. Akira, and C. Reis e Sousa. 2002. Microbial recognition
via Toll-like receptor-dependent and -independent pathways determines the cy-
tokine response of murine dendritic cell subsets to CD40 triggering. J. Immunol.
169: 3652–3660.
7. Quezada, S. A., L. Z. Jarvinen, E. F. Lind, and R. J. Noelle. 2004. CD40/CD154
interactions at the interface of tolerance and immunity. Annu. Rev. Immunol. 22:
307–328.
3668 ESTROGEN RECEPTOR ! IS REQUIRED FOR OPTIMAL DC DEVELOPMENT
8. Banchereau, J., and R. M. Steinman. 1998. Dendritic cells and the control of
immunity. Nature 392: 245–252.
9. Whitacre, C. C. 2001. Sex differences in autoimmune disease. Nat. Immunol. 2:
777–780.
10. Heldring, N., A. Pike, S. Andersson, J. Matthews, G. Cheng, J. Hartman,
M. Tujague, A. Strom, E. Treuter, M. Warner, and J. A. Gustafsson. 2007. Es-
trogen receptors: how do they signal and what are their targets. Physiol. Rev. 87:
905–931.
11. Komi, J., and O. Lassila. 2000. Nonsteroidal anti-estrogens inhibit the functional
differentiation of human monocyte-derived dendritic cells. Blood 95: 2875–2882.
12. Paharkova-Vatchkova, V., R. Maldonado, and S. Kovats. 2004. Estrogen pref-
erentially promotes the differentiation of CD11c! CD11bintermediate dendritic
cells from bone marrow precursors. J. Immunol. 172: 1426–1436.
13. Dupont, S., A. Krust, A. Gansmuller, A. Dierich, P. Chambon, and M. Mark.
2000. Effect of single and compound knockouts of estrogen receptors ! (ER!)
and " (ER") on mouse reproductive phenotypes. Development 127: 4277–4291.
14. Murphy, K. M., A. B. Heimberger, and D. Y. Loh. 1990. Induction by antigen of
intrathymic apoptosis of CD4!CD8!TCRlow thymocytes in vivo. Science 250:
1720–1723.
15. Lutz, M. B., N. Kukutsch, A. L. J. Ogilvie, S. Ro¨ssner, F. Koch, N. Romani, and
G. Schuler. 1999. An advanced culture method for generating large quantities of
highly pure dendritic cells from mouse bone marrow. J. Immunol. Methods 223:
77–92.
16. Laffont, S., J. D. Coudert, L. Garidou, L. Delpy, A. Wiedemann, C. Demur,
C. Coureau, and J. C. Guery. 2006. CD8! T-cell-mediated killing of donor den-
dritic cells prevents alloreactive T helper type-2 responses in vivo. Blood 108:
2257–2264.
17. Inaba, K., M. Inaba, N. Romani, H. Aya, M. Deguchi, S. Ikehara, S. Muramatsu,
and R. M. Steinman. 1992. Generation of large numbers of dendritic cells from
mouse bone marrow cultures supplemented with granulocyte/macrophage colo-
ny-stimulating factor. J. Exp. Med. 176: 1693–1702.
18. Vegeto, E., S. Belcredito, S. Etteri, S. Ghisletti, A. Brusadelli, C. Meda, A. Krust,
S. Dupont, P. Ciana, P. Chambon, and A. Maggi. 2003. Estrogen receptor-!
mediates the brain antiinflammatory activity of estradiol. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100: 9614–9619.
19. Ghisletti, S., C. Meda, A. Maggi, and E. Vegeto. 2005. 17"-estradiol inhibits
inflammatory gene expression by controlling NF-#B intracellular localization.
Mol. Cell. Biol. 25: 2957–2968.
20. Mao, A., V. Paharkova-Vatchkova, J. Hardy, M. M. Miller, and S. Kovats. 2005.
Estrogen selectively promotes the differentiation of dendritic cells with charac-
teristics of Langerhans cells. J. Immunol. 175: 5146–5151.
21. Lubahn, D. B., J. S. Moyer, T. S. Golding, J. F. Couse, K. S. Korach, and
O. Smithies. 1993. Alteration of reproductive function but not prenatal sexual
development after insertional disruption of the mouse estrogen receptor gene.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 11162–11166.
22. Pendaries, C., B. Darblade, P. Rochaix, A. Krust, P. Chambon, K. S. Korach,
F. Bayard, and J. F. Arnal. 2002. The AF-1 activation-function of ER! may be
dispensable to mediate the effect of estradiol on endothelial NO production in
mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 2205–2210.
23. Kos, M., S. Denger, G. Reid, K. S. Korach, and F. Gannon. 2002. Down but not
out? A novel protein isoform of the estrogen receptor alpha is expressed in the
estrogen receptor alpha knockout mouse. J. Mol. Endocrinol. 29: 281–286.
24. Flouriot, G., H. Brand, S. Denger, R. Metivier, M. Kos, G. Reid,
V. Sonntag-Buck, and F. Gannon. 2000. Identification of a new isoform of the
human estrogen receptor-alpha (hER-!) that is encoded by distinct transcripts and
that is able to repress hER-! activation function 1. EMBO J. 19: 4688–4700.
25. Fogg, D. K., C. Sibon, C. Miled, S. Jung, P. Aucouturier, D. R. Littman,
A. Cumano, and F. Geissmann. 2006. A clonogenic bone marrow progenitor
specific for macrophages and dendritic cells. Science 311: 83–87.
26. Kushner, P. J., D. A. Agard, G. L. Greene, T. S. Scanlan, A. K. Shiau, R. M. Uht,
and P. Webb. 2000. Estrogen receptor pathways to AP-1. J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 74: 311–317.
27. Saville, B., M. Wormke, F. Wang, T. Nguyen, E. Enmark, G. Kuiper,
J. A. Gustafsson, and S. Safe. 2000. Ligand-, cell-, and estrogen receptor subtype
(!")-dependent activation at GC-rich (Sp1) promoter elements. J. Biol. Chem.
275: 5379–5387.
28. Chen, H. M., H. L. Pahl, R. J. Scheibe, D. E. Zhang, and D. G. Tenen. 1993. The
Sp1 transcription factor binds the CD11b promoter specifically in myeloid cells
in vivo and is essential for myeloid-specific promoter activity. J. Biol. Chem. 268:
8230–8239.
29. Friedman, A. D. 2002. Transcriptional regulation of granulocyte and monocyte
development. Oncogene 21: 3377–3390.
30. Zenke, M., and T. Hieronymus. 2006. Towards an understanding of the tran-
scription factor network of dendritic cell development. Trends Immunol. 27:
140–145.
31. Carreras, E., S. Turner, V. Paharkova-Vatchkova, A. Mao, C. Dascher, and
S. Kovats. 2008. Estradiol acts directly on bone marrow myeloid progenitors to
differentially regulate GM-CSF or Flt3 ligand-mediated dendritic cell differenti-
ation. J. Immunol. 180: 727–738.
32. Nikolic, T., M. Bunk, H. A. Drexhage, and P. J. Leenen. 2004. Bone marrow
precursors of nonobese diabetic mice develop into defective macrophage-like
dendritic cells in vitro. J. Immunol. 173: 4342–4351.
33. Kagan, J. C., and R. Medzhitov. 2006. Phosphoinositide-mediated adaptor re-
cruitment controls Toll-like receptor signaling. Cell 125: 943–955.
34. Perera, P. Y., T. N. Mayadas, O. Takeuchi, S. Akira, M. Zaks-Zilberman,
S. M. Goyert, and S. N. Vogel. 2001. CD11b/CD18 acts in concert with CD14
and Toll-like receptor (TLR) 4 to elicit full lipopolysaccharide and taxol-induc-
ible gene expression. J. Immunol. 166: 574–581.
35. Bakri, Y., S. Sarrazin, U. P. Mayer, S. Tillmanns, C. Nerlov, A. Boned, and
M. H. Sieweke. 2005. Balance of MafB and PU.1 specifies alternative macro-
phage or dendritic cell fate. Blood 105: 2707–2716.
36. Weaver, C. T., L. E. Harrington, P. R. Mangan, M. Gavrieli, and K. M. Murphy.
2006. Th17: an effector CD4 T cell lineage with regulatory T cell ties. Immunity
24: 677–688.
37. Vegeto, E., C. Bonincontro, G. Pollio, A. Sala, S. Viappiani, F. Nardi,
A. Brusadelli, B. Viviani, P. Ciana, and A. Maggi. 2001. Estrogen prevents the
lipopolysaccharide-induced inflammatory response in microglia. J. Neurosci. 21:
1809–1818.
38. Bebo, B. F., Jr., A. Fyfe-Johnson, K. Adlard, A. G. Beam, A. A. Vandenbark, and
H. Offner. 2001. Low-dose estrogen therapy ameliorates experimental autoim-
mune encephalomyelitis in two different inbred mouse strains. J. Immunol. 166:
2080–2089.
39. Maret, A., J. D. Coudert, L. Garidou, G. Foucras, P. Gourdy, A. Krust, S. Dupont,
P. Chambon, P. Druet, F. Bayard, and J.-C. Gue´ry. 2003. Estradiol enhances
primary antigen-specific CD4 T cell responses and Th1 development in vivo:
essential role of estrogen receptor ! expression in hematopoietic cells. Eur. J. Im-
munol. 33: 512–521.
40. Gourdy, P., L. M. Araujo, R. Zhu, B. Garmy-Susini, S. Diem, H. Laurell,
M. Leite-de-Moraes, M. Dy, J. F. Arnal, F. Bayard, and A. Herbelin. 2005.
Relevance of sexual dimorphism to regulatory T cells: estradiol promotes IFN-$
production by invariant natural killer T cells. Blood 105: 2415–2420.
41. Delpy, L., V. Douin-Echinard, L. Garidou, C. Bruand, A. Saoudi, and
J. C. Guery. 2005. Estrogen enhances susceptibility to experimental autoimmune
myasthenia gravis by promoting type 1-polarized immune responses. J. Immunol.
175: 5050–5057.
3669The Journal of Immunology
77 
 
78 
 ARTICLE 2 
 
 
 
 
 
 
 
Estrogens enhance the TLR-mediated responses of plasmacytoid 
dendritic cells through cell-intrinsic estrogen receptor !-signaling 
 
 
 
 
Cyril Seillet, Sophie Laffont, Florence Trémollières, Nelly Rouquié, Claude Ribot, Jean-
François Arnal, Victorine Douin-Echinard, Pierre Gourdy and Jean-Charles Guéry  
 
 
Article en révision, Blood 
 
 
 1 
Estrogens enhance the TLR-mediated responses of plasmacytoid dendritic 
cells through cell-intrinsic estrogen receptor !-signaling  
 
 
 
Cyril Seillet1,2,3, Sophie Laffont1,2,3, Florence Trémollières4,5,6, Nelly Rouquié1,2,3, Claude 
Ribot4,5,6, Jean-François Arnal4,5, Victorine Douin-Echinard4,5 , Pierre Gourdy4,5 and Jean-
Charles Guéry1,2,3,5 
 
1INSERM, U1043, Toulouse, F-31300, France ; 2CNRS, U5282, Toulouse, F-31300, France ; 
3Université de Toulouse, Université Paul Sabatier, Centre de Physiopathologie de Toulouse 
Purpan (CPTP), Toulouse, F-31300, France ; 4INSERM, U1048, Institut de Médecine 
Moléculaire de Rangueil, Toulouse, France ; 5Centre Hospitalier Universitaire, Toulouse, 
France ; 6Centre de Ménopause, Hôpital Paul de Viguier, Toulouse, France. 
 
Corresponding author : Dr. Jean-Charles Guéry, Ph.D, INSERM UMR1043, Centre 
Hospitalier Universitaire Purpan, Place du Dr Baylac, 31024 Toulouse Cedex 3, France. Tel: 
33 5 62 74 83 78. FAX: 33 5 62 74 45 58. E-mail: Jean-Charles.Guery@inserm.fr 
 
Conflict of interest: The authors declare that they have no competing financial interests. 
 
 
 
 2 
Abstract 
Plasmacytoid dendritic cells (pDC) produce large amounts of type I interferons in response to 
viral or endogenous nucleic acids through activation of their endosomal Toll-like receptors 
(TLR)-7 and TLR-9. Enhanced TLR-7-mediated responses of women pDCs, as compared to 
men, have been reported, but the mechanisms underlying this sex-based difference are 
unknown. Using a humanized mouse model, we show that the magnitude of the TLR-7-
mediated response of human pDCs is shaped by the sex of the host mice. In post-menopausal 
women, we demonstrate that 17!-estradiol (E2) supplementation markedly enhance not only 
the TLR-7-, but also, the TLR-9-dependent production of IFN-" by pDCs stimulated by 
synthetic ligands or by nucleic acid-containing immune complexes. In experimental models, 
we found endogenous and exogenous estrogens to promote TLR-mediated cytokine secretion 
by mouse bone marrow pDCs through hematopoietic expression of estrogen receptor (ER) ". 
Lastly, specific blockade of ER"-signaling in pDCs abrogated the enhancing effect of E2 on 
TLR-mediated production of IFN-" by mouse pDCs. These data uncover a previously 
unappreciated role for estrogens in promoting the TLR-mediated responses of pDCs, which 
may account for sex-based differences in autoimmune and infectious diseases. 
 3 
Introduction 
 Dendritic cells (DCs) are specialized sentinels in the immune system that detect 
invading pathogens, and play a crucial role in orchestrating the immune responses 
(Banchereau and Steinman, 1998). In response to viral infection, a specialized DC subset 
called plasmacytoid dendritic cells (pDC) produce large amount of type I IFNs (IFN-!/"), 
which are potent anti-viral and immunostimulatory cytokines (Gilliet et al., 2008). pDCs 
become activated to produce IFN-!/" through TLR-7 and TLR-9 within endosomal 
compartments that can sense viral nucleic acids. In the context of autoimmune diseases, such 
as systemic lupus erythematosus (SLE), these TLRs can also be inappropriately activated by 
self-nucleic acids complexed with autoreactive antibodies resulting in interferon-! (IFN-!) 
production by pDCs (Marshak-Rothstein, 2006). Activation of pDCs by endogenous DNA 
and RNA has been suggested to play a critical role in promoting and exarcerbating SLE 
(Barrat and Coffman, 2008; Blanco et al., 2001 ; Marshak-Rothstein, 2006). SLE patients 
show increased serum levels of interferon ! (IFN-!) and overexpression of IFN-!-regulated 
genes in blood cells, suggesting a central role for type I IFNs in disease pathogenesis 
(Baechler et al., 2003; Bennett et al., 2003; Hooks et al., 1979; Kirou et al., 2004; Ytterberg 
and Schnitzer, 1982). This is supported by the observation that antinuclear antibody and SLE 
syndrome can develop during IFN-! treatment of patients with nonautoimmune disorders 
(Ioannou and Isenberg, 2000). Likewise, IFN-! administration accelerates disease 
development and enhances disease severity in lupus-prone mouse strains (Fairhurst et al., 
2008; Mathian et al., 2005).  
Cumulative evidence supports a role for sex-based differences in the pathogenesis of 
autoimmune and infectious diseases, which may be due to sex hormones through their effects 
on innate and adaptive immunity (Fish, 2008; Whitacre, 2001). A strong sex bias is observed 
in SLE, whose incidence is about 9 times higher in women relative to men (Whitacre, 2001). 
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Since disease onset is much more frequent in women of childbearing age, it has been 
hypothesized that sex steroid hormones, such as estrogens, could be responsible for the sex 
bias in lupus susceptibility (Costenbader et al., 2007; Whitacre, 2001). In support of this, it 
has been shown in murine models of SLE that administration of 17!-estradiol (E2) 
accelerated disease onset and increased severity (Carlsten et al., 1992; Roubinian et al., 1979; 
Roubinian et al., 1978). Interestingly, marked sex differences have been also reported in 
susceptibility to HIV-1 pathogenesis, with women having a higher risk of developing AIDS as 
compared to men infected with a similar viral load (Farzadegan et al., 1998; Gandhi et al., 
2002). Given the central role of pDCs in these diseases, it is likely that common sex-linked 
factors influencing pDC innate functions could contribute to this sexual dimorphism. In 
agreement with this hypothesis, sex-dependent differences in the TLR-mediated IFN-" 
production by pDCs in healthy human subjects have been recently reported (Berghofer et al., 
2006; Meier et al., 2009). However, the mechanisms responsible for this major sexual 
dimorphism in the innate responses of pDCs are still unknown. 
In the present study, using a humanized mouse model, we provide direct evidence that 
the hormonal status of the host rather than X chromosome-linked cell-intrinsic factors 
controls the TLR-7-mediated response of human pDCs in vivo. Since estrogens have been 
shown to contribute to the pathogenesis of SLE, we then tested the hypothesis that E2 
administration could modulate TLR-responsiveness of human pDCs in vivo. To this aim, we 
designed a clinical trial in post-menopausal women to directly evaluate the effect of E2 
supplementation on the production of IFN-" and TNF-" by circulating pDCs activated 
through their TLR-7 or -9, by using synthetic TLR agonists or nucleic acid-containing 
immune complexes present in sera from SLE patients. Lastly, we assessed the effect of 
exogenous and endogenous estrogens on the innate function of pDCs in mice and the 
requirement for the expression of the nuclear estrogen receptor (ER) " in hematopoietic 
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progenitors or in cells already committed to the pDC lineage. Altogether, our results highlight 
a new property of estrogens in regulating the TLR-mediated innate functions of pDCs in both 
humans and mice in vivo through pDC-intrinsic ER!-signaling. 
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 Results 
 Sex-based differences determine the TLR-7-mediated response of human pDCs in 
vivo. It has been recently reported that pDCs from women as compared to men exhibited an 
enhanced capacity to produce type I IFNs when stimulated with TLR-7/8-ligands (Berghofer 
et al., 2006; Meier et al., 2009). However, it was not clear whether this bias was due to 
differences in X chromosome-linked genetic factors acting in a cell-intrinsic manner in pDCs 
or to differences in the production of sex steroid hormones. To address this issue, we first set 
up an experimental model to evaluate the impact of sex differences on the frequency of IFN-
!- and TNF-!-producing pDCs in response to short term ex vivo stimulation of PBMCs from 
healthy donors with the TLR-7/8 ligand R-848. In agreement with previous works (Meier et 
al., 2009), we observed an increased frequency of pDCs producing not only IFN-! but also 
TNF-! in response to TLR-7 stimulation in women of child-bearing potential as compared to 
age-matched men (Fig. 1, A and B).  
 To formally establish that these differences were primarily shaped by the hormonal 
status of the host, we evaluated the TLR-mediated response of human pDCs from different 
female donors that developed in a male or female environment using a well established model 
of humanized mice (Palucka et al., 2003). Sublethally irradiated NOD/SCID/"2m-/- mice of 
either sex were transplanted with CD34+ hematopoietic progenitor cells (HPC) from healthy 
female donors. Eight weeks after transplantation, bone marrow cells from these humanized 
mice were depleted of hematopoietic cells of mouse origin and stimulated in vitro with a 
TLR-7/8-ligand to assess the frequency of IFN-! or TNF-!-producing pDCs as described 
above. The frequency of CD123+ BDCA-4+ pDCs among human CD45+ cells in the bone 
marrow was not affected by the sex of the recipient mice (Fig. 1C). In striking contrast, the 
frequency of IFN-!+ pDCs was significantly increased in female as compared to male mice 
(Fig. 1D). Interestingly, the mean frequencies of IFN-!+ pDCs measured in humanized male 
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and female mice were very similar to those obtained in sex-matched human donors, with 
female pDCs exhibiting a 1.8-fold increase frequency of IFN-!-producing cells as compared 
to male ones (Fig. 1, A and D). Similar results were obtained by analyzing the production of 
TNF-! (Fig. 1E). Though the overall frequencies of TNF-!+ pDCs in humanized mice were 
reduced as compared to humans, again pDCs that developed in a female environment 
exhibited an increased frequency of TNF-!-producing cells as compared to male ones (Fig. 
1E). Altogether, these data show that the TLR-7-mediated response of human pDCs is shaped 
by the hormonal status of the host rather than cell-intrinsic X-linked genetic factors. 
 Exogenous and endogenous E2 selectively enhances the R-848-mediated 
responses of human pDCs but not monocytes. To investigate whether the sex-steroid 
hormone E2 was responsible of this sexual dimorphism, we evaluated the effect of E2-
treatment on the TLR-mediated response of pDCs in early post-menopausal women in a 
longitudinal clinical trial. In this study, blood samples were obtained at three time points over 
a period of up to two months. To evaluate the intra-individual variability of the different 
parameters analyzed, two PBMC samples (S1 and S2) were collected before treatment, two to 
three weeks apart. Estrogen therapy was initiated just after the S2 collection and the last blood 
sample (S3) was taken one month later (Fig. 2A). The absolute numbers and relative 
abundances of conventional DCs (cDCs) and pDCs were constant in samples S1 and S2 from 
each individual before treatment and were not modified after one month of E2 administration 
(Fig. S1, A and B). In addition, the percentages of distinct DC subsets among purified 
PBMCs were stable (Fig. S1C). Thus, administration of E2 in post-menopausal women did 
not affect blood DC subset counts, including pDCs. 
 At each time point, we stimulated PBMCs with the TLR-7/8 ligand R-848 and 
analyzed IFN-! and TNF-! production in Lin- BDCA-2+ pDCs (Fig. S2A). Before E2 
treatment, the average frequencies of IFN-!- and TNF-!-producing cells among pDCs were 
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7.7 ± 5 % and 2.1 ± 1.5 %, respectively (Fig. 2 and Fig. S2). There was no difference in the 
percentage of cytokine-producing pDCs at the two time points tested before E2 therapy (Fig. 
S2). Of note, the percentages of IFN-!- or TNF-!-producing pDCs in TLR-7-stimulated 
PBMCs were significantly higher (p < 0.001) in pre-menopausal women (Fig. 1, A and B) as 
compared to post-menopausal women (Fig. 2, and Fig. S2). This difference was likely due to 
estrogen deprivation since the proportions of TLR-7-stimulated pDC producing IFN-! (Fig. 
2, B and C) or TNF-! (Fig. 2, D and E) were significantly increased after one month of E2 
treatment, with a mean fold increase of 2.8 and 5.2, respectively. This cellular phenotype 
could not be reproduced by in vitro treatment of pDCs with E2. As shown in Fig. S4, addition 
of physiological concentrations of E2 to in vitro cultures of pDCs did not modify the 
frequency of pDC producing either IFN-! or TNF-! upon stimulation via TLR-7. As this 
result was obtained with PBMCs from both untreated and E2-treated post-menopausal women 
(Fig. S4), we can conclude that the enhancing effect of estrogens on cytokine production by 
TLR-stimulated pDCs was established in vivo. 
 Since the TLR-7/8 ligand R-848 is also capable to trigger TNF-! production in 
monocytes through TLR-8 (Cros et al., 2010), we also analyzed the impact of menopause and 
E2 supplementation on endosomal TLR-responsiveness in this cell population (Fig. S3). We 
focused our analysis on the FSChi SSChi flow cytometric fraction that is mainly composed of 
large monocytes expressing CD11c and CD14 (Fig. S3A). In pre-menopausal women, the 
proportion of TNF-!-producing monocytes was similar to that of TNF-!-producing pDCs, 
(mean ± SEM, 34.8 ± 13.4% as compared to 27.1 ± 12.7%, respectively). Interestingly, 
whereas the frequency of TNF-!+ pDCs dropped in post-menopausal women (from 27.1 ± 
12.7% to 3.73 ± 4.7%), the percentage of TNF-!-producing monocytes in response to R-848 
stimulation remained at a comparable level in PBMCs from pre- and post-menopausal women 
(Fig. S3C). Likewise, the frequency of TNF-!+ monocytes in response to R-848 stimulation 
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was not affected by E2 therapy in post-menopausal women (Fig. S3C). Altogether, these data 
demonstrate that estrogen abundance selectively upregulates endosomal TLR- responsiveness 
in pDCs but not in monocytes. 
 E2 treatment enhances TLR-9-mediated IFN-!  production by pDCs in post-
menopausal women. We next investigated whether the enhancing effect of E2 on IFN-! 
production by pDCs was specific of TLR-7-mediated activation or could also be observed in 
response to TLR-9 stimulation of PBMCs using CpG-2216 oligonucleotides. CpG-2216 is 
primarily acting on pDCs and has been shown to trigger the production of IFN-! in whole 
PBMCs but not in PBMCs depleted of pDCs (Decalf et al., 2007). Before E2-treatment, CpG-
2216 triggered the production of IFN-! in a dose-dependent manner, with no significant 
differences between the S1 and S2 samples (Fig. 3, A and B). Interestingly, after one month 
of E2 treatment, a strong increase in IFN-! production by CpG-stimulated PBMCs was 
observed in the majority of patients (Fig. 3C). The analysis of the TLR-9-responsiveness in 23 
subjects demonstrated a highly significant enhancing effect of E2 therapy (Fig. 3C). In some 
patients, the enhancing effect of E2-supplementation on IFN-! production was observed for 
all doses of CpG used, including the lowest concentration that normally induced barely 
detectable levels of IFN-! in most PBMCs from untreated donors (Fig. 3A). When all data 
were normalized to S1 values, there was a significant three-fold increase on average in IFN-! 
scores after E2-treatment (Fig. 3D).   
 E2 enhances IFN-!-production by pDCs stimulated with self-nucleic acid-
containing immune complexes. Autoantibodies found in the serum of SLE patients in the 
form of immune complexes containing self-DNA or RNA are potent inducers of type I IFN 
production by pDCs through activation of TLR-9 or -7, respectively (Vallin et al., 1999a; 
Vallin et al., 1999b). We investigated the relevance of our preceding observations to the 
pathophysiology of SLE by analyzing IFN-! production by PBMCs from 6 post-menopausal 
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women under E2 therapy stimulated with SLE sera. In agreement with previous work by 
others (Lovgren et al., 2004), SLE sera could stimulate IFN-! secretion by PBMCs only in 
the presence of necrotic supernatants (Fig. 4A). Necrotic supernatant contains self-nucleic 
acids and other molecules such as the high mobility group box 1 protein, which is required for 
the TLR-9-dependent induction of IFN-! by self-DNA-containing immune complexes (Tian 
et al., 2007). Before E2 treatment, the production of IFN-! in response to SLE serum was 
usually low and, when normalized to pDC numbers present in PBMCs, represented in average 
(± SD) 0.068 ± 0.06 pg/ml/pDC (Fig. 4B). Interestingly, when samples were obtained from 
post-menopausal women treated with E2 for one month as in Fig. 2A, a marked up-regulation 
of IFN-! production by PBMCs cocultured with SLE sera was observed (Fig. 4A). Again, 
IFN-! production was dependent on the presence of necrotic supernatants (Fig. 4A). After 
normalization to pDC numbers, we found a significant stimulatory effect of E2 administration 
on the IFN-! response of PBMCs stimulated by SLE sera in the 6 subjects tested in this assay 
(Fig. 4B). The increase in IFN-! production (to 0.21 ± 0.06 pg/ml/pDC) was observed in the 
6 post-menopausal women tested and corresponded to a 1.7- to 15-fold change relative to the 
response obtained before E2 treatment (Fig. 4B). These data show that in vivo exposure to E2 
enhances IFN-! production by pDCs in response to nucleic acid containing immune 
complexes, which represent the natural ligands responsible for the TLR-7- and TLR-9-
mediated activation of pDCs in SLE. 
 Endogenous and exogenous estrogens enhance cytokine production by mouse 
pDCs upon TLR-7/-9 stimulation. We next sought to understand the mechanisms involved 
in the E2 amplifying effect on the TLR-dependent female pDC response using experimental 
mouse models. We first analyzed whether endogenous estrogens could influence pDC 
response to TLR stimulation by comparing female mice that were ovariectomized (Ovx) or 
not before their sexual maturity. We found that ovariectomy was associated with a three-fold 
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decrease in the frequency of bone marrow pDCs producing type I IFN (Fig. 5A) and with a 
significant decrease in pDCs producing TNF-! (Fig. 5B) in response to TLR-7 triggering. 
These results suggested that endogenous estrogens enhanced the TLR-dependent response in 
mouse pDCs as well. To directly demonstrate the role of estrogens, we examined the effect of 
a two-weeks E2-treatment of Ovx mice on the TLR-dependent response of pDCs. Although 
E2-supplementation decreased the overall bone marrow cellularity (not shown), the absolute 
numbers of pDCs was not significantly different between E2-treated and control Ovx mice 
(Fig. 5C). In response to TLR-7 stimulation, we found an enhanced frequency of pDCs 
producing not only IFN-! (Fig. 5D) but also TNF-! (Fig. 5E) in E2-supplemented Ovx mice. 
We also analyzed the production of cytokines by FACS-sorted bone marrow pDCs in 
response to the TLR-9 ligand CpG-2216. As shown in Fig. 5F, we found a marked increase in 
the production of IFN-! by TLR-9 stimulated pDCs from E2-treated mice. No cytokines were 
produced in the absence of TLR ligand (not shown). Similarly, pDCs from E2-treated mice 
exhibited an enhanced production of TNF-! (Fig. 5G). Together, these data showed that both 
endogenous and exogenous estrogens increase endosomal TLR-7 and TLR-9 responsiveness 
of mouse pDCs in vivo.  
 ER!-deficiency in bone marrow cells decreases pro-inflammatory cytokines 
production of pDCs upon TLR-7/9 stimulation. To gain insight into the mechanisms 
involved, we determined whether the effect of estrogens on pDC innate functions was 
mediated through ER!-signaling within the hematopoietic compartment. We decided to focus 
our analysis on ER! since it has been shown that ER" is not expressed in DC progenitors 
(Carreras et al., 2008). To this end, female CD45.1 mice were sublethally irradiated and then 
reconstituted with either CD45.2 wild type (WT) or ER!-/- bone marrow cells. After 3 weeks 
of reconstitution, we analyzed the pDC response following TLR-7- or TLR-9-triggering in the 
bone marrow of these chimeras. We found that ER! deficiency did not modify the percentage 
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of pDCs derived from the grafted cells. Moreover and as expected, we did not detect any 
mPDCA-1+ cells deriving from the host (Fig. 6A). When bone marrow cells were stimulated 
with the TLR-7 ligands, R-848 (Fig. 6B), and poly(U) (Fig. 6C), or the TLR-9 ligand CpG 
(Fig. 6D), the frequencies of IFN-!/" producing pDCs were significantly reduced in  bone 
marrow cells derived from ER!-/- as compared to WT donors. This impaired pDC 
responsiveness in the absence of ER! was not limited to type I-IFN but was also observed 
when we analyzed the frequency of pDCs producing TNF-! or IL-12p40 (Fig. S5). 
Altogether, our results show that hematopoietic expression of ER! is required to mediate the 
enhancing effect of endogenous estrogens on the TLR-mediated responses of mouse pDCs in 
the bone marrow.  
 E2-mediated upregulation of IFN-!  production by TLR-9-activated pDCs is lost 
in mice lacking ER!  in CD11c+ pDCs. E2-mediated activation of ER! may act at distinct 
stages of pDC development to modulate their functional properties, either through cell-
intrinsic or cell-extrinsic mechanisms within the hematopoietic compartment. To dissect the 
stage of pDC development at which ER! activation is determinant, we evaluated the effect of 
E2-treatment on the innate functions of pDCs isolated from mice lacking ER! either within 
the hematopoietic compartment (ER!flox/flox x Tie2-Cre) or in the DC lineage (ER!flox/flox x 
CD11c-Cre). In ER!flox/flox x Tie2-Cre mice, there is a complete deletion of ER! in the 
hematopoietic compartment, likely including early myeloid progenitors (MP) present in the 
bone marrow (Billon-Gales et al., 2009). In the second strain (ER!flox/flox x CD11c-Cre), Cre-
mediated recombination removing the floxed genes has been shown to occur mainly in cDCs 
(>95%) and pDCs (60% and 80% in the bone marrow and spleen, respectively), with minimal 
deletion in lymphocytes and myeloid cells (Caton et al., 2007). 
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 Although there was a tendency towards a slight reduction in immature pDCs in the 
bone marrow of E2-treated mice, this effect was not significant, and was not dependent upon 
ER! expression in the hematopoietic compartment (Fig. 7 A and C). Absolute numbers of 
bone marrow pDCs were not altered by Cre-mediated ER! gene deletion in both strains 
whether mice were suplemented or not with E2 (Fig. 7 A and C). Thus, in agreement with 
data in Fig. 6B, ER!-signaling did not modify the absolute numbers of immature pDCs in the 
bone marrow. Next, pDCs were FACS-sorted (purity > 99%, see Fig. S6) from the bone 
marrow of Ovx mice treated or not with E2 and stimulated in vitro with CpG-2216. Whereas 
production of IFN-! (Fig. 7B) or TNF-! (Fig. S6) was similar between Ovx control and 
ER!flox/flox x Tie2-Cre mice, a strong difference was observed when mice were treated with 
low dose E2. In the presence of exogenous E2, a marked upregulation of TLR-9-induced IFN-
! (Fig. 7B) and TNF-! (Fig. S6A) production was observed in control ER!flox/flox mice as 
compared to ER!flox/flox x Tie2-Cre mice. Similar results were obtained by comparing the 
TLR-9-mediated responses of E2-treated control and ER!flox/flox x CD11c-Cre mice (Fig. 7D 
and Fig. S6B).  Again, a marked upregulation of IFN-! and TNF-! production was seen in 
control ER!flox/flox mice as compared to ER!flox/flox x CD11c-Cre mice (Fig. 7D and Fig. S6B). 
Analysis of phenotypic markers on CpG-2216-stimulated pDCs did not show overt changes 
regarding the expression of mPDCA-1 (Fig. S6 C and D) and CD40 (not shown) between 
pDCs from control or conditional knock-out mice, whether mice were supplemented or not 
with E2. Collectively, the results obtained with the conditional ER! knock-out mice showed 
that direct ER!-signaling in immature pDCs or their committed progenitors in the bone 
marrow was responsible for the E2-mediated up-regulation of their TLR responsiveness. 
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Discussion 
 In summary, our data demonstrate a critical role for estrogens, through their classical 
nuclear receptor ER!, in the regulation of the TLR-mediated responses of human and mouse 
pDCs during their normal homeostatic development. Using a humanized mouse model, we 
first showed that the frequency of human pDCs that produced IFN-! and TNF-! in response 
to TLR-7 stimulation was markedly increased in female as compared to male mice, 
suggesting a role for female sex steroid hormones as a primary mediators of this sex-based 
difference, rather than X-linked genetic factors. Indeed, we provide evidence that endogenous 
and exogenous estrogens are key regulators of the innate function of human and mouse pDCs 
in vivo. In post-menopausal women, our data also established that E2 administration enhanced 
the ability of blood pDCs to produce IFN-! not only in response to TLR-7 stimulation, but 
also in response to TLR-9 ligands or nucleic acid-containing immune complexes present in 
sera from SLE patients. Lastly, we provide direct in vivo evidence for estrogen-dependent 
modulation of the TLR responses in mouse pDCs through a mechanism involving cell-
intrinsic expression of ER! in developing pDCs in the bone marrow.  
 In line with previous work by others (Berghofer et al., 2006), we did not detect any 
substantial effect of E2 on the TLR-mediated responses of pDCs upon short term in vitro 
exposure. This observation suggests that the effect of E2 is somehow imprinted in vivo and 
independent of the presence of E2 at the time of TLR-triggering. E2 mediates its effect 
through two main nuclear receptors, ER! and ER". We present compelling evidence that 
ER! expression in the hematopoietic compartment is required for the enhancing effect of 
estrogens on the TLR-mediated responses of pDCs, suggesting a direct action of the hormone 
on immature pDCs or their committed precursors in the bone marrow. pDCs can be produced 
from the same myeloid progenitors (MP) in the bone marrow that give rise to monocytes and 
DC precursors (MDPs) (Fogg et al., 2006). It has been recently shown that MPs defined as 
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Lin- c-kithi Flt3+ cells expressed high levels of ER!, but not ER" (Carreras et al., 2008) and 
responded to E2 by inducing the expression of the transcription factor IRF-4, which is critical 
for DC development in the presence of GM-CSF (Carreras et al., 2009; Paharkova-Vatchkova 
et al., 2004). Indeed, we and others have shown that E2 is required for normal development of 
murine inflammatory DCs in vitro in the presence of GM-CSF, through ER!-, but not ER" 
(Douin-Echinard et al., 2008; Paharkova-Vatchkova et al., 2004). In the presence of Flt3L, 
MDPs give rise to the common DC precursors (CDP) from which pDCs and pre-cDC develop 
in the bone marrow (Fogg et al., 2006; Liu et al., 2009). We did not notice any deficiency in 
the homeostatic numbers of pDC in the bone marrow and spleen in the absence of 
hematopoietic ER!, suggesting that ER!-signaling was dispensable for normal homeostatic 
pDC development. In striking contrast, we observed that ER!-activation in cells already 
committed to the pDC lineage in the bone marrow critically regulated the TLR-mediated 
response of immature pDCs. In the ER!flox/flox x CD11c-Cre murine model, ER! inactivation 
is likely to occur at a later stage of pDC development, most likely after the CDP stage since 
CDPs have been shown to lack CD11c expression (Liu et al., 2009). Therefore, we postulate 
that the E2-mediated increase in TLR-mediated responsiveness is dependent on ER!-
activation occurring at a development stage between the putative committed pDC progenitor 
and immature pDC state in the bone marrow (Reizis et al., 2011). 
 The in vivo enhancing effect of E2 on innate immune functions may not be restricted 
to pDCs. Though the present study failed to uncover any changes in the endosomal TLR-7/8-
mediated response of human monocytes, we and others have previously shown in vivo E2 
administration to increase TLR4-induced pro-inflammatory cytokine production by murine 
macrophages and microglia through ER! (Calippe et al., 2008; Soucy et al., 2005). Using 
conditional ER!-mutant mice, we recently demonstrated this in vivo effect of E2 to be 
mediated through ER!-signaling in macrophages (Calippe et al., 2010). This observation 
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suggests that estrogens may differentially regulate TLR responses in pDCs and other myeloid 
cells depending on the TLR examined, its subcellular localization and/or its associated 
signaling modules. 
 Activation of TLR-7 in pDCs triggers two major signaling pathways downstream of 
Myd88, the NF-!B pathway and the IRF-7 pathway, with NF-!B being essential for the 
production of pro-inflammatory cytokines, such as IL-6 and TNF-", and IRF-7 being the 
master regulator for type I IFN production (Gilliet et al., 2008). Another IRF-family member, 
IRF-5, can also interact with Myd88 and mediates the TLR-dependent induction of pro-
inflammatory cytokine and type I IFNs (Takaoka et al., 2005; Yasuda et al., 2007). The 
observation that estrogen levels upregulate the frequency of pDCs producing not only IFN-" 
but also TNF-" or IL-12 (in mouse) in response to TLR engagement strongly suggests that 
ER"-signaling in pDCs may induce changes in the TLR-Myd88 signaling machinery 
upstream of the bifurcation into the NF-!B- , IRF-5- or IRF-7-activating pathways. 
 Of note, we demonstrate that E2-treatment in vivo increases the production of type I 
IFNs by human pDCs after TLR-7 or TLR-9 activation not only by synthetic ligands, but also 
by nucleic acid-containing immune complexes. This potent regulatory effect of estrogens may 
account for a large part of the substantial sex-dependent dimorphism in SLE. Indeed, 
estrogens represent a known risk factor for lupus in both women and mice (Bynote et al., 
2008; Costenbader et al., 2007; Roubinian et al., 1979; Roubinian et al., 1978; Ruiz-Irastorza 
et al., 1996). Our results identify a mechanism by which estrogens could exert such a 
profound modulatory effect through their action on the innate function of pDCs. A large body 
of evidence supports a central role for pDC-derived type I IFNs in SLE, and inhibition of 
TLR-signaling in pDCs using TLR antagonists has been shown to represent a promising 
strategy for SLE treatment (Barrat and Coffman, 2008; Guiducci et al., 2010). Our data 
 18 
suggest that antagonizing estrogen-receptor signaling in vivo could represent an alternative 
approach for the down-regulation of TLR-dependent pDC activation in SLE. 
 Lastly, owing to the pivotal role of pDCs in viral infections, up-regulation of the TLR-
7 pathway in pDCs might improve anti-viral immunity in patients chronically infected with 
hepatitis C virus (HCV). Indeed, it has been recently shown that pDCs can sense HCV-
infected cells in the liver and produce IFN-!/" in response, thereby inhibiting infection of 
neighboring hepatocytes (Takahashi et al., 2010). We believe that the potent regulatory effect 
of estrogens on TLR-mediated IFN-! production by human pDCs may account for the 
substantial sex bias observed in the pathogenesis of HCV (Davis et al.) or HIV-1 infections 
(Meier et al., 2009). This could also explain the intriguing observation that hormone 
replacement therapy is beneficial in post-menopausal women with chronic hepatitis C (Codes 
et al., 2007; Di Martino et al., 2004). 
 In conclusion, our data highlight a previously unappreciated role for estrogens in 
promoting the innate function of pDCs. This observation should open avenues to the 
development of therapeutic approaches aimed at modulating TLR-signaling in pDCs, using 
selective estrogen receptor modulators, for the optimal management of various diseases where 
this important DC subset plays a pivotal role. 
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Materials and Methods 
Subjects  
Post-menopausal woman volunteers (46-59 year-old) were included in the study after they 
had given their written informed consent. The study was reviewed and approved by a national 
institutional review committee and the regional ethical committee (Affsaaps 060149-00; 
CPPRB 2-06-09). Menopause was confirmed by a current amenorrhea period of more than 12 
months (but less than 5 years) together with FSH and estradiol levels > 30 IU/l and < 20 
pg/ml, respectively. None had any disease or were taken concomitant drug therapy known to 
interfere with the inflammatory/immune system. None of the women were current smokers. 
Their body mass index was ! 25. All participants were serologically negative for anti-HIV, 
anti-HBV or anti-HCV antibodies. Three blood samples were collected. The two first samples 
were collected within a two to three week-interval before estrogen treatment. The women 
were then randomized into two groups, to receive either transdermal E2 (Estrapatch!, 60 
µg/24h) (n = 15) or oral E2 (Estrofem!, 2 mg/day) (n = 13) for 30 days. The last blood 
sample was collected at the end of the E2 treatment period. For the comparison between men 
and women, fresh blood samples from healthy donors (18-45 years) were obtained from 
Etablissement Français du Sang (Toulouse Hospital). 
 
Humanized mice 
NOD/SCID/"2m-/- mice, obtained from Plateforme de Haute Technologie (Université Joseph 
Fourier, Grenoble, France), were sublethally irradiated (120 rds) at the age of 4 weeks one 
day before reconstitution with 2 x 105 CD34+ HPCs in 200 µl of PBS. CD34 HPCs were 
purified from umbilical cord blood using a CD34 MicroBead Kit (Miltenyi Biotec) and 
intravenously injected into the retro-orbital sinus. Around 8 weeks after reconstitution and in 
order to deplete bone marrow cells of mouse origin, bone marrow cell suspension were 
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incubated for 30 min at 4°C with anti-mouse CD45.1-biotin mAb (A20). Cells and anti-biotin 
microbeads (Miltenyi Biotec) were then mixed for 20 min at 4°C. Mouse cells were positively 
selected and passed through LS column (Miltenyi Biotec). The frequency of human pDCs 
producing IFN-! and TNF-! in response to the TLR-7/8 ligand R-848 was then determined 
as detailed below.  
 
Mice. Female C57BL/6 (B6) mice were purchased from the Centre d'Elevage R. Janvier (Le 
Genest St. Isle, France) and maintained in our animal facilities under pathogen-free 
conditions. ER!-deficient B6 mice (CD45.2), which have a deletion in exon 2 of the ER! 
gene (ER!-/-), have been previously described (Dupont et al., 2000) and introgressed into the 
B6 background for at least ten generations. We have generated mice selectively lacking ER! 
in hematopoietic/endothelial cells by crossing mice carrying an Esr1 gene in which exon 2 
was flanked by loxP sites (Dupont et al., 2000) (ER!fl/fl) with B6 mice expressing the Cre 
recombinase under the control of the Tie2 promoter-enhancer (Koni et al., 2001). These mice 
have been described elsewhere (Billon-Gales et al., 2009; Toutain et al., 2009). To generate 
mice selectively lacking ER! in DC, we crossed ER!fl/fl mice with mice expressing the Cre 
recombinase under the control of CD11c promoter (Caton et al., 2007).  
Where indicated, animals were castrated or sham-operated at 4 weeks. Eight week-old-mice 
that received exogenous E2 were treated for two weeks by s.c. implantation of low dose E2 
pellets (0.05 mg, 60 day release, Innovative Research of America). These E2 pellets have 
been shown to result in the maintenance of a constant serum E2 concentration of 34 pg/ml, 
corresponding to estrus levels (Elhage et al., 1997). Unless otherwise stated, 12-week-old 
mice were used in all experiments.  
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Mouse pDC purification. Bone marrow cell suspensions were incubated for 30 min at 4°C 
with a mixture of rat anti-CD3 molecular complex (17A2), anti-CD19 (MB19-1) and anti-
erythrocyte (TER119). Cells and goat anti-rat IgG-coated Dynabeads (Dynal Biotech) were 
mixed under continuous agitation for 15 min at 4°C. Beads and attached cells were removed 
using a Dynal magnet. Depleted cells were stained with mPDCA-1-PE and anti-B220-APC 
for 30 min at 4°C and double positive cells were sorted using a FACS-ARIA (BD 
Biosciences). 
 
Flow cytometric analysis of human DCs. The following fluorochrome-conjugated 
monoclonal antibodies (mAb) were used to stain whole blood FITC-conjugated lineage 
cocktail (Lin) containing anti-CD3, -CD14, -CD16, -CD56, -CD19, and -CD20, anti-HLA-
DR-PerCp (G46-6), anti-CD11c-allophycocyanin (APC) (S-HCL-3), anti-CD123-
phycoerythrin (PE) (9F5), anti-CD45-PE-Cyanin7 (HI30, BD Biosciences). Whole blood 
staining was performed in TruCOUNT tubes containing fluorescent beads following 
manufacturer instructions (BD Biosciences). Samples were acquired on LSRII flow cytometer 
(BD Biosciences) and analyzed using the FlowJo software (Tree Star, San Carlos, CA).  We 
collected 500 000 events by gating white blood cells defined by SSC characteristic and CD45-
staining (Fig. S1B).  Among CD45+ mononuclear cells, conventional DC (cDC) and pDC 
subsets were defined by simultaneous HLA-DR expression, lack of lineage specific markers, 
and by CD11c or CD123 positive staining, respectively. The absolute number of circulating 
cDCs and pDCs (cells/µl of blood) was calculated by comparing cellular events to bead 
events following manufacturer instructions (BD Biosciences) as determined by the analysis of 
flow cytometry (Fig. S1A). DC subsets were also expressed as a percentage of peripheral 
blood CD45+ mononuclear cells (Fig. S1C).  
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IFN-!  production by human PBMCs and mouse pDCs. Human PBMCs (5 x 105 
cells/well) isolated from whole blood were resuspended in X-Vivo 15 medium (Cambrex), 
and stimulated with titrated amounts of TLR-9 ligand CpG-2216 (Invivogen). Human IFN-! 
was measured by ELISA (PBL Biomedical Laboratories) in 24-hour-culture supernatants. 
Data from the ELISA tests were normalized on the basis of the respective percentage of pDCs 
present in the PBMC fraction to show IFN-! production on a per-pDC basis as described 
(Longman et al., 2005). These results were then used to establish at each time point an IFN-! 
score by summing the data obtained for the different doses of CpG-2216 tested (" IFN-! in 
pg/ml/pDC). The data obtained for the two time points at pretreatment (S1 and S2) served at 
evaluating the intra-individual variability and the basal level of TLR-9 responsiveness in post-
menopausal women. We decided to exclude from the analysis patients exhibiting high 
variability between S1 and S2 values (0.5 ! S1/S2 ! 2; 4 patients out of 28) or when S1-2 
values were exceeding by 2 x SD the mean basal responsiveness of all patients (1/28). The 
mean basal IFN-!/CpG score (±SD) was 0.78 ± 0.73 pg/ml per pDC. Among the 28 patients 
included in this study, 23 (82%) were retained for the longitudinal analysis of the E2 
treatment effects. 
Purified mouse pDC were stimulated in 96-well plates (75 x 103 cells/well) for 24 hours with 
2µg/ml CpG 2216 and titrated 3 times. All stimulations were made in conventional medium 
(CM). CM was RPMI 1640 (Eurobio) supplemented with 10% heat-inactivated FCS (ATGC 
Biotechnologie), 1 mM sodium pyruvate, 1% nonessential amino acids, 2 mM L-glutamine, 
50 µM 2-ME, and 50 µg/ml gentamicin (Sigma-Aldrich). 
 
Stimulation of pDC with immune complexes present in sera from SLE patients. Human 
PBMCs (5 x 105 cells/well) were resuspended in X-Vivo 15 medium (Cambrex) and 
stimulated with 1% SLE serum in the presence of different concentrations of supernatant from 
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PBMCs frozen-thawed lysates. Frozen-thawed (FT) supernatant was obtained after 4 cycles of 
freezing at -80°C and thawing at 37°C as described elsewhere (Lovgren et al., 2004) and kept 
at -80°C. Human IFN-! was measured by ELISA (PBL Biomedical Laboratories) in 24-hour 
culture supernatants. Two SLE sera were selected for the study based on their capacity to 
stimulate production of IFN-! by PBMCs from healthy donors as described (Lovgren et al., 
2004). Both sera were positive for anti-nuclear, anti-DNA and anti-ribonucleoprotein 
autoantibodies. 
 
Intracellular cytokine staining of pDCs. Human PBMCs (2.5 x 106 cells/ml) and mouse 
cell-depleted bone marrow cells from humanized mice (15 x 106 cells/ml) were stimulated 
with 1 to 3 µg/ml R-848 (Invivogen) during 5 hours. Brefeldin A (eBiosciences) was added 
for the last 3 hours of culture. Human PBMCs were surface labeled with anti-BDCA-2-APC 
(Miltenyi Biotec) and anti-Lin-FITC antibodies and BM cells from humanized mice with anti-
human CD45-PE-Cy7, anti-CD123-PE-Cy5 and anti-BDCA4-APC. Cells were then fixed, 
permeabilized and stained for intracellular cytokine production using anti-IFN-!-PE 
(Miltenyi Biotec) or anti-TNF-!-Alexa700 (BD Biosciences) antibodies. Mouse bone marrow 
cells suspensions were activated with 2 µg/ml R848 (Invivogen), or preparation of 
oligonucleotides (ODN) PolyU (Sigma-Aldrich) or CpG-2216 (Invivogen) with 1,2-
dioleoyloxy-3-trimethylammonium-propane (DOTAP) (8 µl of a cationic liposome 
preparation (DOTAP; Roche) mixed with 2 µg of ODN in 150 µl of RPMI, in a polystyrene 
tube). Bone marrow cells were stimulated with R-848 for 3 hours and with ODN DOTAP 
preparation for 4 hours.  For detection of intracellular cytokine production, DCs stimulated as 
indicated above were incubated with brefeldin A (eBiosciences) for the last 2 h of culture. 
Non-specific staining was blocked with 5 µg/ml anti-CD16/CD32 (2.4G2, American Type 
Culture Collection). Bone marrow cell suspensions were then stained with PECy7-labeled 
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antibodies specific for mouse CD11c (N418) or B220 (RA3-6B2), and mPDCA1-APC (all 
from eBiosciences). Since mPDCA1+ pDCs were always positive for both CD11c and B220 
markers, we used only the mPDCA1 mAb to identify pDCs in the bone marrow chimera 
experiments together with an anti-CD45.1-PECy7 mAb (A20, eBiosciences) to exclude cells 
from the host hematopoietic compartment. Cells were fixed in 100 µl of BD Cytofix (BD 
Biosciences) and permeabilized with 0.5% saponin. Intracellular cytokine staining was 
performed with mixed FITC–labeled IFN-!/"–specific antibodies (RMMA-1/RMMB-1; 
PBL), PE-labeled TNF-! (MP6-XT2; BD Biosciences) and anti-IL-12p40/p70-PerCP-Cy5 
(C15.6; BD Biosciences). Unstimulated cells and isotypes were used as staining controls. 
Data were acquired on a LSR II (BD Biosciences). 
 
Statistical Analysis 
Data were analyzed using GraphPad Prism version 4.03 (GraphPad Software). The effect of 
E2-treatment on cytokine production by TLR-stimulated pDCs was studied by the two-tailed 
Wilcoxon signed rank test. Differences between groups were analyzed by the two-tailed Mann 
& Whitney U test. A value of P ! 0.05 was considered significant in all cases.  
 
Online supplemental Material. Fig. S1 shows the enumeration of conventional and 
plasmacytoid dendritic cells in post-menopausal women after E2 treatment. Fig. S2 shows 
that the frequency of pDC expressing IFN-" and TNF-" after TLR-7 stimulation is stable 
before E2 treatment in post-menopausal women. Fig. S3 shows that the frequency of TNF-
"-producing woman monocytes stimulated through TLR-8 is not modified by endogenous 
and exogenous estrogens in vivo. Fig. S4 show that the presence of E2 in vitro at the time of 
TLR-7 stimulation does not affect the frequency of pDC producing IFN-! or TNF-!. Fig. S5 
shows that ER" deficiency in bone marrow cells decreases pro-inflammatory cytokines 
 25 
production of pDC upon stimulation through TLR-7 or TLR-9. Fig. S6 shows that ER!-
mediated signaling  in pDCs enhances TNF-! and IL-12p40 production upon TLR-9-
stimulation. 
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Figure 1. Sex-based differences control the TLR-7-mediated response of human pDCs in 
vivo!
(A,B) pDCs derived from pre-menopausal women (18-45 year-old, n = 20) or age-matched male donors 
(n = 15) were stimulated with TLR-7/8 ligand R-848 and stained for IFN-! and TNF-!. Percentage of 
IFN-!  (A)  and  TNF-!  (B)  positive  pDCs  in  pre-menopausal  women  (18-45  year-old,  n  =  20)  as 
compared to men (n = 15). (C-E) Female or male NOD/SCID/"2m-/- were sublethally irradiated and 
transplanted with human CD34+ HPC from 3 different female donors. (C) After 8 weeks, human pDCs 
were  identified  as  the  CD45+  CD123+  BDCA-4+  compartment  in  bone  marrow cells.  (D,  E)  Bone 
marrow  cells  were  restimulated  ex  vivo  as  in  (A).  The  frequencies  of  IFN-!  (D)  and  TNF-!  (E) 
producing pDC were determined by flow cytometry. Mean values are indicated by horizontal lines in 
scatter plots on the right panels. Statistical difference between groups was assessed using the Mann & 
Whitney U test. !
!
Seillet et al., Figure 2 
B 
D 
B
D
C
A
-2
 
TNF-! 
B
D
C
A
-2
 
IFN-! 
22% 12% 
1.3% 
S2 S3 (+E2) 
TLR -7 (R848) C 
E 
6% 
P = 0.0002 
S2 S3 (+E2) 0 
10 
20 
30 
40 
P
er
ce
nt
ag
e 
of
 T
N
F
-!
+
 p
D
C
 
P = 0.0003 
S2 S3 (+E2) 0 
10 
20 
30 
40 
50 
 P
er
ce
nt
ag
e 
of
 IF
N
-!
+
 p
D
C
 
2-3 weeks!
E2 treatment!
Post-menopausal women 
(46-59 year-old)!
A 
(S1) ! (S2)! (S3)!
30 days ±3!
Blood sample 
collection 
0 10 20 30 40 50 
0 
10 
20 
30 
40 
50 
IFN-!+ pDC (% of pDC) 
S1-S2 
0 5 10 15 20 
0 
5 
10 
15 
20 
30 40 
30 
35 
40 
TNF-!+ pDC (% of pDC) 
S1-S2 
IF
N
-!
+
 p
D
C
 (
%
 o
f p
D
C
) 
S
3 
T
N
F
-!
+
 p
D
C
 (
%
 o
f p
D
C
) 
S
3 
35 
Figure 2. E2 administration increases the frequency of pDC producing IFN-! and TNF-! 
upon TLR7-stimulation!
(A)  The  first  two blood  samples  (S1  and  S2)  from early  post-menopausal  women volunteers  were 
collected before E2 treatment by oral or transdermal route with standard substitutive posology. The last 
blood sample (S3) was collected after 30 ± 3 days of treatment. (B,D) Representative flow cytometry 
plots showing IFN-! (B) and TNF-! (D) production by BDCA-2+ pDCs derived from post-menopausal 
women before (left) or after E2-treatment (right), after 5 hours of in vitro stimulation with TLR-7/8 
ligand R-848. (C,E) Percentage of pDCs from post-menopausal women before (S2) and E2-treatment 
(S3), producing IFN-! (C , n = 17) or TNF-! (E, n = 21) upon in vitro culture in the presence of R848. 
Horizontal bars indicate mean values, and P values were determined using the Wilcoxon signed rank 
test. Dot plot panels in (C) and (E) show the correspondence between the values for each patient between 
mean S1-S2 versus S3.!
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Figure 3. E2-treatment enhances IFN-" production by TLR-9 ligand stimulated pDCs in 
post-menopausal women!
(A) PBMCs purified from whole blood were cultured at 5 x 105 cells/well in the presence of 
indicated  concentrations  of  CpG-2216.  IFN-"  was  measured  by  ELISA in  24-hour  culture 
supernatants. Data were normalized to the number of pDCs present in PBMCs, as determined 
by flow-cytometry. Data from 8 representative subjects are shown, before (dashed lines) or after 
E2-treatment (solid line). Numbers in brackets show the fold-increase of IFN-" production as 
calculated in (D). (B,C) Normalized IFN-" production before (B) and after (C) E2-treatment 
was calculated by summing the concentrations of IFN-" measured in response to the different 
concentrations of CpG as shown in (A) (n = 23).  Dot plot panels in (B) and (C) show the 
correspondence between the values for each patient in samples S1 versus S2 (B), and S2 versus 
S3 (C). (D) Data from samples S2 and S3 were expressed as fold increase of normalized IFN-" 
production relative to the S1 and mean S1-S2 values, respectively. Individual data are shown, 
and horizontal bars indicate mean values. P values were determined using the Wilcoxon signed 
rank test.!
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Figure 4.  E2-treatment enhances IFN-!  production induced by nucleic  acid-containing 
immune complexes present in sera from SLE patients!
(A-B)  PBMCs  from post-menopausal  women  were  stimulated  with  1% SLE serum in  the 
presence of different concentrations of necrotic supernatant from frozen-thawed (FT) PBMCs. 
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Figure 5. Endogenous and exogenous estrogens enhance pDC cytokine production upon 
TLR-7/9 stimulation!
Female wild type mice were ovariectomized (OVX) or not (Sham) before sexual maturity (3-4 
weeks). In adulthood (7-8 weeks), bone marrow cells were restimulated ex vivo in the presence 
of R-848 for 3 hours. Dot plot showing the frequency of pDCs (mPDCA1+) producing IFN-! 
(A)  and TNF-!  (B).  Mean values  are  indicated by the  lines  on scatter  plots.  Results  from 
individual mice are shown. P values were determined using the Mann & Whitney U test.  (C-E) 
Ovariectomized mice were treaded or not with E2 (0.05 mg E2 pellet, 60-day release) for 2 
weeks. pDCs were stimulated with R-848 and analyzed for IFN-!  (C) and TNF-!  (D). (E) 
Purifed  bone  marrow  pDCs  were  stimulated  with  the  TLR-9  ligand  CpG-2216.  Culture 
supernatant was collected after 24 hr of stimulation and IFN-! and TNF-! were measured by 
ELISA. Data are representative of two to three independent experiments.!
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Figure 6.  The enhancing effect of E2 on the TLR-mediated responses of pDC is mediated 
through hematopoietic ER!!
Wild type or ER!-/- bone marrow cells were injected into lethally irradiated CD45.1 WT female 
mice. After 3 weeks of reconstitution bone marrow cells were stimulated with polyU (C), R848 
(D)  or  GpG-2216  (E).  (A)  Dot  plots  showing  the  frequency  of  WT  or  ER!-/-  pDCs 
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Intracellular  IFN-!/"  staining  of  pDC  derived  from  WT  or  ER!-/-  bone  marrow  cells. 
Stimulated  pDC  were  stained  for  IFN-!/"  and  analysed  by  flow  cytometry.  Results  from 
individual mice are shown. Mean values are indicated by the lines on Scatter plots. P value was 
determined using the Mann & Whitney U test.  Data are representative of three independent 
experiments. !
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Figure 7. ER!-signaling in pDCs is required to mediate the enhancing effect of E2 on the 
TLR-mediated IFN-! production!
Ovariectomized Tie2-ER!KO (A, B) and CD11c-ER!KO (C, D) female, or ER!fl/fl control 
littermates were treated or not with E2 as in Fig. 5. (A, C) Absolute numbers of bone marrow 
pDCs from individual mice are shown. P value was determined using the Mann & Whitney U 
test.  pDCs  were  FACS-purified  from pooled  bone  marrow cells  (3-5  mice  per  group)  and 
stimulated with the indicated amounts of the TLR-9 ligand CpG-2216. Culture supernatants 
were collected after 24 hr of stimulation and IFN-! concentration was measured by ELISA. 
Data are representative of two independent experiments.!
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Supplementary Figures 
 
Seillet et al., Supplementary Figure 1 
S1 S2 S3 0 
5 
10 
15 
20 
S1 S2 S3 0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
S1 S2 S3 0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
S1 S2 S3 0 
5 
10 
15 
20 
A 
B 
C 
cDC pDC 
cD
C
 (
%
 o
f P
B
M
C
) 
pD
C
 (
%
 o
f P
B
M
C
) 
cD
C
 (
ce
ll/
!
l) 
pD
C
 (
ce
ll/
!
l) 
C
D
45
 
SSC 
H
LA
-D
R
 
Lin 
C
D
11
c 
CD123 
R1 
1.38% 
39% 
50% 
Gated on R1 
Fig.  S1.  Enumeration  of  conventional  and  plasmacytoid  dendritic  cells  in  post-menopausal 
women after E2 treatment!
(A)  In  whole  blood  staining,  PBMCs  are  gated  according  to  their  side  scatter  (SSC)  and  CD45 
expression. Among CD45+ cells, DCs are identified as negative for lineage markers (Lin), including 
CD3, CD14, CD16, CD19 and CD56, and positive for HLA-DR. Conventional DCs (cDCs) and pDCs 
are  distinguished  by  the  respective  expression  of  CD11c  and  CD123.  (B)  Absolute  numbers  of 
circulating  cDCs  and  pDCs  in  whole  blood  (n=25)  were  defined  by  using  TruCOUNT.  Absolute 
numbers of DC subset are expressed per µl of blood. (C) Percentage of cDCs and pDCs among all 
PBMCs (CD45+). !
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Fig. S2.  Frequency of pDC expressing IFN-!  and TNF-!  after TLR-7 stimulation is stable 
before E2 treatment!
(A)  Representative  flow cytometry  plots  showing  IFN-!  production  by  unstimulated  BDCA-2+ 
pDCs (left) and after 5 hours of stimulation with TLR-7/8 ligand R-848 (right). (B-C) Comparison 
of percentage of pDCs producing IFN-! (B) or TNF-! (C) for the two time points tested before 
treatment (S1 and S2). Horizontal bars indicate mean values, and P values were determined using 
the Wilcoxon signed rank test.!
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Fig. S3. Estrogen does not influence TNF-!-production by monocytes after TLR-8 activation !
(A) Flow cytometry plots showing FSC/SSC (left panel) and CD11c+/CD14+ (right panel) profiles 
of monocytes (R1). (B) Representative flow cytometry showing TNF-! production by monocytes 
(gated on R1) derived from a post-menopausal woman before (S2) or after E2-treatment (S3), after 
stimulation with TLR-7/8 ligand R-848. (C) Percentage of TNF-! producing monocytes derived 
from pre-menopausal (diamond, n=20) versus post-menopausal women women before (S1-S2 ; 
open  circle,  n=18)  and  after  E2-treatment  (S3)  (solid  circle)  after  stimulation  with  R-848. 
Horizontal bars indicate mean values and P values between pre-menopausal and post-menopausal 
women were determined using the Mann & Whitney U test. P values of post-menopausal women 
before and after E2 treatment were determined using the Wilcoxon signed rank test.!
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Fig. S4. E2 addition during TLR-7 stimulation does not modulate cytokine production by pDC!
PBMCs were stimulated with TLR-7/8 ligand R-848 as in Fig. 2 in X-Vivo medium supplemented or 
not with E2. (A-C) Flow cytometry plots showing IFN-! (A) or TNF-! (C) production by BDCA-2+ 
pDCs derived from a post-menopausal woman before (S2) or after E2 treatment (S3). Cultures were 
performed in  the  absence  or  presence  of  E2 (10-9M) as  indicated.  Results  from different  PBMC 
samples, obtained from different donors at various time points after E2 treatment, are shown in panel 
(B-D) for IFN-! (n=11) or TNF-! (n=13). P value was determined using the Wilcoxon signed rank 
test.!
Fig.  S5.  Estrogen  receptor  !  deficiency  in  bone  marrow  cells  decreases  pro-inflammatory 
cytokine production of pDC upon TLR-7/9 stimulation!
Wild type or ER!-/- BM cells were injected into lethally irradiated CD45.1 WT female mice. After 3 
weeks of reconstitution, BM cells were stimulated with polyU (A) R848 (B) or GpG-2216 (C). (A) 
Dot  plot  showing the  frequency of  WT or  ER!-/-  pDCs (mPDCA1+CD45.1-)  producing  TNF-! 
(upper panels) and IL12p40 (lower panels). Results from different mice are shown in right panels. 
Mean values are indicated by the lines on scatter plots. P value was determined using the Mann & 
Whitney U test. Data are representative of three independent experiments. !
 !
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Fig. S6. Estrogen receptor ! signaling in pDC is required to promote cytokine production upon 
TLR-7/9 stimulation!
Ovariectomized Tie2-ER!KO (E) and CD11c-ER!KO (F) female or ER!fl/fl control littermates were 
treated with E2 pellet (OVX+E2) or not (OVX) for 2 weeks. pDCs from bone marrow were the 
purified and stimulated with TLR-9 ligand CpG-2216. Culture supernatant was collected after 24 hr 
of stimulation and TNF-! were measured by ELISA. PDC from culture were harvested and stained 
for mPDCA-1 and analyzed by flow cytometry. !
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V. Discussion et perspectives 
 
A. Les œstrogènes régulent le développement des cellules 
dendritiques différenciées en présence de GM-CSF in vitro 
 
 Le GM-CSF fut la première cytokine découverte pour induire efficacement la 
différenciation de DC in vitro  à partir de monocytes et de précurseurs hématopoïétiques 
(Caux et al., 1996; Sallusto and Lanzavecchia, 1994 ). Ces cultures permettent de générer de 
grandes quantités des DC CD11c
+
 exprimant des niveaux intermédiaires de molécules du 
CMH de classe II (CMH-II
int
) et le marqueur CD11b (CD11b
int
) (Lutz et al., 1999). Il est 
possible de distinguer deux populations sur la base de l’expression de Ly6C. Les DC 
CD11b
int
Ly6C
-
 expriment la langerine et contiennent des granules de Birbeck caractéristiques 
des cellules de Langerhans (Mao et al., 2005). Ce modèle est aujourd’hui considéré comme 
permettant d’étudier le développement des DC retrouvées au cours d’une inflammation plutôt, 
que les DC résidentes à l’état basal (Shortman and Naik, 2006). 
 
Dans ce travail, nous avons mis en évidence le rôle essentiel des œstrogènes, et en 
particulier de l’E2, dans la différenciation in vitro des DCs induite par le GM-CSF à partir de 
précurseurs issus de la moelle osseuse. Les milieux complets, généralement utilisés dans ce 
protocole, contiennent des oestrogènes fournis par le sérum de veau et l’indicateur de pH, le 
rouge de phénol qui est un agoniste faible des ER. En utilisant des milieux déstéroïdés sans 
rouge de phénol, nous observons un défaut à la fois quantitatif et qualitatif dans le 
développement des DCs. Les DC générées dans ces conditions, sont constituées en majorité 
d’une population de cellules exprimant fortement le marqueur CD11b (CD11b
high
) et sont 
enrichies en DC immatures exprimant peu, ou pas, les molécules de CMH-II. De la même 
manière, l’inhibition des ER par un antagoniste pur l’ ICI182-780 ou des SERM, comme le 
tamoxifène ou raloxifène, dans les cultures, altérait la différenciation des DCs (Nalbandian et 
al., 2005). Elles présentent également un défaut d’expression des molécules de co-stimulation 
CD80 et CD86. En revanche, elles expriment à leur surface des niveaux plus importants de 
TLR-4 que les DC différenciées en présence d’E2. L’E2 permet le développement de DC 
CD11b
int
Ly6C
-
 possédant les caractéristiques des LC (Mao et al., 2005). Il est cependant 
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difficile de directement corréler cette population aux LC retrouvées in vivo du fait de 
l’absence des marqueurs CD4 et CD8 dans ces cultures.  
 
1. Implication de la signalisation par les récepteurs aux œstrogènes dans la 
différenciation des cellules dendritiques induite par le GM-CSF in vitro 
 
À l’aide de souris invalidées pour les différents isotypes de ER, nous montrons pour la 
première fois que cet effet est lié à une voie de signalisation impliquant ER!, mais pas ER". 
En effet, chez les souris ER!-/-, dans lesquelles l’exon 2 de ER! a été excisé, conduisant à 
l’inactivation complète de ER! (Dupont et al., 2000; Pendaries et al., 2002) montrent un 
défaut de développement des DC, similaire à celui observé lorsque les DC sont générées à 
partir de précurseurs sauvages en absence complète d’hormone. Contrairement aux résultats 
obtenus, par le groupe de Kovtas, en utilisant les souris ER!-Neo KO (Paharkova-Vatchkova 
et al., 2004), la différenciation des DC de souris ER!-/- n’est pas restaurée par l’ajout d’E2 
dans les cultures. Ces observations suggèrent que l’effet de l’E2 chez les souris ER!-Neo KO 
est vraisemblablement dû à l’existence d’une forme tronquée du ER! rapportée dans ces 
souris (Pendaries et al., 2002), plutôt qu’à un effet de l’E2 dépendant du ER" (Paharkova-
Vatchkova et al., 2004). En effet, nous avons observé un développement similaire des DCs 
ER" KO et des DC sauvages. Ayant exclu un possible rôle du ER", les données obtenues 
avec les souris ER!-Neo KO suggèrent que l’effet de l’E2 sur le développement des DC, 
induit par le GM-CSF ne nécessiterait pas l’activation du domaine AF-1 du ER!. En effet, les 
formes résiduelles du ER! observées dans ces souris, correspondent à des formes dépourvues 
de ce domaine de transactivation (Pendaries et al., 2002). Nous avons pu confirmer cette 
hypothèse en utilisant des souris dont le domaine AF-1 a été invalidé (AF-1
-/-
). On observe 
une restauration du développement des DC de souris AF-1
-/- 
lorsque que les précurseurs sont 
différenciés en présence d’E2 (résultats non montrées). Ces données mettent en évidence que 
l’effet de l’E2 sur la différenciation de DC inflammatoires dans ce modèle nécessite 
l’activation du ER! indépendamment du domaine de transactivation AF-1. 
À l’aide de co-cultures de moelle provenant de souris sauvages ou déficientes pour le 
ER!, nous avons pu montrer que le défaut observé chez les DC déficientes en ER! était 
intrinsèque aux précurseurs hématopoïétiques. La présence de DC sauvages ne permettait pas 
de restaurer un phénotype sauvage chez les DC ER!-/-, de même que le développement des 
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DC sauvages n’était pas modifié par la présence de précurseurs ER!-/-, excluant alors 
l’implication d’un facteur sécrété agissant de façon autocrine ou paracrine. De plus, il semble 
que la présence d’E2, dès le premier jour de culture, soit nécessaire pour un développement 
optimal des DC (Paharkova-Vatchkova et al., 2004). Il était donc probable que l’E2 agisse 
précocement sur les précurseurs présents dans les cultures. En 2010, le groupe de Kovats a pu 
montrer que l’E2 agissait directement sur les MP en augmentant l’expression du facteur IRF-4 
(Carreras et al., 2010), expliquant ainsi la potentialisation de l’E2 sur la différenciation de DC 
(Tamura et al., 2005). Les mécanismes moléculaires ne sont pour l’instant pas connus. Parmi 
les mécanismes possibles, une régulation directe du gène Irf4 par les ER est envisageable car 
des séquences ERE et des sites SP-1 et AP-1 ont été identifiés dans la région proximale du 
gène (Carreras et al., 2010). L'activation du récepteur GM-CSF est connue pour stimuler les 
voies des Janus kinase, des MAPK, des STAT et de la PI3K (Hamilton, 2008). Ces deux 
dernières voies peuvent être modulées par le ER! (Marino et al., 2006) qui pourrait ainsi 
amplifier l’expression d’IRF-4 induite par le GM-CSF.  
 
2. Les œstrogènes amplifient les fonctions pro-inflammatoires des cellules 
dendritiques différenciées en présence de GM-CSF in vitro 
 
 La stimulation des DC, par un ligand des TLR, conduit à la maturation et la sécrétion 
de cytokines polarisantes. Les DCs générées en absence d’E2 ou de signalisation impliquant 
le ER!  forment une population hétérogène majoritairement immature capable de répondre à 
des ligands des TLR, mais différemment des DC sauvages. Elles présentent un défaut de 
réponse lorsqu’elles sont stimulées via le TLR-9, alors que la production de cytokines induites 
par l’engagement du TLR-4 est amplifiée. Cette observation peut être corrélée à la présence 
d’une population exprimant fortement le TLR-4 dans les cultures générées en absence d’E2 
ou de précurseurs RE!-/-. La maturation induite par l’activation des TLR n’est cependant pas 
complète chez les DC RE!-/-. En effet, suite à la stimulation via TLR-4 et TLR-9 une 
population cellulaire reste réfractaire à la maturation et est incapable de sur-exprimer les 
molécules de CMH II et les molécules de costimulation CD80 et CD86.  En revanche, nous 
n’avons pas observé de défaut d’expression de la molécule CD40 qui est induite de façon 
similaire aux DC sauvages. Ce défaut ne semble donc pas être lié à une absence complète de 
signalisation via ces TLR. Le phénotype majoritairement immature retrouvé chez les DC 
générées en absence d’E2 ou de signalisation dépendante du ER!, pourrait expliquer leur 
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capacité réduite à activer des lymphocytes T CD4
+
 naïfs par rapport aux DC sauvages. Un 
problème d’apprêtement de l’antigène est peu probable car nous observons le même défaut 
d’activation que nous utilisions la protéine ou le peptide synthétique pour activer les 
lymphocytes T CD4
+
. Un autre facteur pouvant rendre compte de ce défaut d’activation des 
cellules T CD4
+
, pourrait être l’incapacité des DC RE!-/- à sécréter des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et IL-12 suite à l’interaction CD40-CD40L. La réponse des DC à ce 
signal, provenant des lymphocyte T CD4
+
, est critique pour la sécrétion de cytokines 
polarisantes nécessaires à la pleine activation de la réponse adaptative.  
 Les capacités peu immunogènes des  DC générées en absence d’E2 ou de signalisation 
du ER! et leur phénotype majoritairement CD11bhighLy6C+CMH-II-/low laissent supposer que 
ces cellules pourraient être affiliées à des cellules myéloïdes suppressives (MDSC ; Myeloid-
derived suppressor cells). Ces cellules forment une population hétérogène incluant des 
macrophages, des granulocytes et des DC immatures (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Les 
MDSC sont retrouvées dans la moelle osseuse et la rate en condition homéostatique, et sont 
retrouvées en grand nombre dans les microenvironnements tumoraux et les tissus inflammés 
sous l’influence du GM-CSF (Dolcetti et al., 2008 ; Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Elles ont 
des propriétés tolérogènes et sont capables d’induire la génération de novo de lymphocytes T 
régulateurs FOXP3
+
 (Serafini et al., 2008; Yang et al., 2006 ). L’activité suppressive des 
MDSC repose principalement sur la régulation du métabolisme de l’arginine et non la 
sécrétion de cytokines immunorégulatrices comme l’IL-10 ou le TGF-" (Gabrilovich and 
Nagaraj, 2009). L’arginine est un acide aminé essentiel, nécessaire à la prolifération et aux 
fonctions des lymphocytes T (Bronte and Zanovello, 2005). Deux enzymes ont été impliquées 
dans ce mécanisme comme l’arginase-1 et NOS2 (nitric-oxide synthase 2) (Bronte and 
Zanovello, 2005). Il serait intéressant d’analyser les capacités des DC générées en absence 
d’activation du ER! à produire des espèces réactives de l’oxygènes (ROS ; reactive oxygen 
species)  et l’activité des enzymes l’arginase-1 et NOS2 afin de confirmer l’identité de ces 
cellules.  
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3. Implication dans le développement des désordres immunologiques, cancers 
et maladies auto-immunes 
 
En résumé, nos travaux montrent que l’activation ou l’inhibition du ER! permet le 
développement de deux types de populations de DC aux fonctions distinctes sous GM-CSF. 
Le GM-CSF est une cytokine au cœur de nombreux processus inflammatoires. Elle est 
retrouvée à de fort taux sur les sites d’inflammation et d’auto-immunité. Le GM-CSF a, 
généralement dans les maladies auto-immunes, un effet exacerbateur (Hamilton, 2008). Dans 
les cancers, le GM-CSF est lié à la croissance tumorale et au développement de métastases en 
favorisant l’émergence de cellules myéloïdes suppressives (Takeda et al., 1991; Young et al., 
1996). En modulant la différenciation des DCs, les œstrogènes ou les SERMs pourraient 
modifier l’orientation des réponses immunes induites par les DCs dans différentes situations 
physiopathologiques et en particulier lors de la réponse anti-tumorale et auto-immune. En 
accord avec cette hypothèse, l’équipe a montré que l’administration d’E2 à faibles doses chez 
la souris conduisait à une augmentation de la réponse Th1 et de la production d’IL-12 par les 
APC de la rate (Delpy et al., 2005; Maret et al., 2003) ce qui pourraient amplifier la réponse 
anti-tumorale naturelle et ainsi diminuer l’incidence de certains cancers. Cela contribuerait à 
expliquer les résultats inattendus de l’étude américaine WHI (Women's Health Initiative) sur 
l’effet du traitement hormonal substitutif chez la femme ménopausée montrant que les 
œstrogènes seuls, chez les femmes hystérectomisées, ou en association tendent à prévenir le 
cancer du sein (Anderson et al., 2004) ou du colon (Rossouw et al., 2002). 
 
D’autre part, nos données montrent que l’E2 favorise le développement de DC 
inflammatoires exprimant des niveaux élevés de molécules de CMH-II et de co-stimulation 
comme CD80/CD86, capables d’activer pleinement des lymphocytes T CD4
+
 naïfs et de 
produire des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-12/IL-6 après engagement de CD40 
par CD40L. L’IL-12 et l’IL-6 jouent respectivement un rôle clé dans la différenciation des 
lymphocytes T CD4
+
 en cellules Th1 et Th17 (Steinman, 2007). Ces deux populations de 
lymphocytes T sont impliquées dans la physiopathologie de maladies auto-immunes comme 
la sclérose en plaques  et le SLE (Nalbandian et al., 2009; Steinman, 2007) dont les 
incidences sont plus fréquentes chez les femmes (Whitacre, 2001). Les œstrogènes en agissant 
sur la différenciation et la fonction des DC in vivo pourraient être un des paramètres 
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intervenant dans l’augmentation de la susceptibilité des femmes à développer certaines 
maladies auto-immunes dépendantes de l’activation des lymphocytes T (Whitacre, 2001).  
 
B. Différences entre les sexes sur la fonction des cellules dendritiques 
plasmacytoïdes 
 
Il a été rapporté par deux groupes un dimorphisme sexuel dans la production d’IFN-! 
des pDC suite à l’engagement du TLR-7 chez l’Homme (Berghöfer et al., 2006; Meier et al., 
2009). Il s’agit d’une des fonctions principales des pDC qui représentent la source majeure 
d’IFN lors d’infections virales. L’activation des TLR-7 et -9 conduit à la sécrétion d’IFN-!, 
qui en cas de production excessive et incontrôlée peut conduire au développement de 
maladies auto-immunes comme le LED ou le psoriasis (Guiducci et al., 2010b).  
 
En comparant la réponse TLR-7 de pDC provenant d’hommes ou de femmes nous 
avons pu mettre en évidence qu’en plus de l’IFN-!, comme précédemment rapporté, la 
production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-! était augmentée chez les 
femmes. Les travaux de Berghöfer et al. n’ont pas observé cette différence car les auteurs ont 
analysé la production sur des PBMC après 20 heures de stimulation (Berghöfer et al., 2006). 
À ces temps, des boucles de rétrocontrôle entre l’IFN-! et le TNF-! peuvent se mettre en 
place (Banchereau and Pascual, 2006) et des phénomènes de consommation des cytokines 
peuvent biaiser les résultats. Meier et al. ont évalué cette production par marquage 
intracellulaire et ont observé une tendance des femmes à produire plus de TNF-! mais leur 
analyse après 20 heures d’activation n’a pas permis de mettre en évidence une différence 
claire (Meier et al., 2009). Nous avons choisi d’analyser la production de cytokine après 
stimulation du TLR-7 sur une période d’activation courte (5 heures) par cytométrie en flux. 
Ces différences expérimentales pourraient expliquer pourquoi les autres groupes n’aient pas 
observé de différence significative de sécrétion de TNF-! dépendante du TLR-7 entre les 
sexes. 
 
Nous avons, dans un premier temps, cherché à identifier l’origine des différences de 
réponse entre les pDC provenant d’hommes ou de femmes. Elle peut s’expliquer soit par une 
différence génétique soit par un facteur dépendant du sexe comme les hormones (Libert et al., 
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2010). Ainsi, dans un modèle de souris humanisées, nous avons évalué la fonction de pDC 
différenciées à partir de précurseur CD34
+ 
provenant de donneurs femelles (XX), dans un 
milieu hormonal mâle ou femelle. Nous avons alors observé que les pDC avec le même 
patrimoine génétique répondaient différemment selon l’environnement dans lequel elles se 
sont développées. Les pDC humaines qui se différencient dans des souris femelles ont une 
réponse plus importante que les pDC provenant de souris mâles. Ces données suggèrent que 
les différences fonctionnelles observées entre les pDC provenant d’hommes ou de femmes 
soient dues à un facteur hormonal qu’à un problème d’inactivation du chromosome X. Il sera 
cependant important de réaliser la même expérience avec des précurseurs CD34
+
 mâles (XY) 
pour s’assurer que ces pDC XY sont conditionnées par l’environnement hormonal de la même 
manière que les pDC XX. 
Nous avons, par ailleurs, observé que les pDC provenant de femmes ménopausées 
avaient une production d’IFN-! et de TNF-! significativement plus faible que les pDC 
provenant de femmes en âge de procréer en réponse au TLR-7. Cette donnée est également en 
faveur d’un facteur hormonal qui pourrait moduler les fonctions innées des pDC. 
 
1. Le 17-"-œstradiol augmente la production de cytokines des pDC en 
réponse à la stimulation des TLR-7 et -9 chez l’Homme 
 
L’E2 est la forme bioactive des œstrogènes la plus abondante chez les femmes en âge 
fertile et  dont le niveau sérique chute fortement après la ménopause (Gruber et al., 2002). 
Ayant montré que la réponse TLR-7 des pDC est fortement diminuée chez les femmes 
ménopausées, nous nous sommes donc particulièrement intéressés à l’implication de l’E2 
dans la régulation de la réponse des pDC humaines dépendante des TLR. Il est, par ailleurs, 
décrit que l’E2 a un effet exacerbateur dans les modèles murins de SLE (Carlsten et al., 1990; 
Roubinian et al., 1978 ), une maladie qui touche plus fréquemment les femmes (Whitacre, 
2001). Les œstrogènes en augmentant les capacités de production d’IFN-! par les pDC 
pourraient contribuer à la plus grande prévalence des femmes à développer un SLE. Pour 
évaluer l’effet des œstrogènes sur les pDC nous avons mis en place un protocole clinique où 
des femmes ménopausées ont été traitées à l’E2. Nous avons suivi l’évolution de la fréquence 
et du nombre de pDC circulantes dans le sang ainsi que leur capacité à sécréter des cytokines 
avant de commencer le traitement à l’E2 pendant un mois. Nos données montrent que ces 
paramètres sont stables avant le début du traitement. Après l’administration d’E2, nous 
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n’avons pas observé de modification de la fréquence ou du nombre de pDC circulantes. En 
revanche, leur capacité à produire de l’IFN-! après stimulation par des ligands synthétiques 
des TLR-7 (R848) ou -9 (CpG-2216) était significativement amplifiée. La réponse des pDC à 
la stimulation du TLR-9 a été analysée par dosage de l’IFN-! dans les surnageants de culture 
après 24h de stimulation des PBMC. La production d’IFN-! dans ces conditions est due à 
l’activation des pDC (Krug et al., 2001). Nous nous sommes également assurés que la 
production d’IFN-! était abrogée lorsque les PBMC étaient stimulées en présence d’un 
inhibiteur de PI3K, une voie nécessaire à la production d’IFN-! par les pDC (Guiducci et al., 
2008).  
 
Le R848 peut stimuler la production de TNF-!, par les monocytes et les cDC via le 
TLR-8, mais seules les pDC produisent de l’IFN-! en réponse à ce stimulus. Les marquages 
intracellulaires indiquent que la fréquence de pDC productrices d’IFN-! et TNF-! est 
augmentée après traitement. L’analyse de la GMFI (Geometric mean fluorescence intensity) 
ne montre pas de différence avant et après traitement suggérant que ce n’est pas la capacité 
intrinsèque de production des cellules qui est amplifiée, mais la proportion de cellules 
capables de répondre à la stimulation en produisant de IFN-!. Les œstrogènes diminueraient 
le seuil d’activation des pDC en réponse à l’activation des TLR. Supportant cette hypothèse, 
la titration du ligand TLR-9 montre que les pDC, après traitement à l’E2, sont capables de 
produire de l’IFN-!" aux plus faibles doses de CpG qui n’induisent pas ou à des niveaux à 
peine détectable d’IFN-!" chez les pDC avant traitement. 
 
L’analyse par cytométrie en flux, nous a également permis d’analyser la réponse des 
monocytes induite par le TLR-8. En comparant la sécrétion de TNF-! des pDC et des 
monocytes, nous avons observé que seule la fréquence de pDC productrices de TNF-! était 
augmentée par le traitement à l’E2. La réponse des monocytes est restée stable au cours de 
l’étude, indiquant que l’effet amplificateur de l’E2 sur la réponse TLR-7/8 cible 
spécifiquement les pDC. 
 
Afin d’évaluer la relevance de notre observation dans la susceptibilité des femmes à 
développer un SLE, nous avons stimulé les pDC avant et après traitement avec des sérums de 
patients atteints de SLE en présence de surnageant nécrotique. Les auto-anticoprs, contenus 
dans le sérum des personnes souffrantes de SLE, forment des complexes-immuns avec les 
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acides nucléiques présents dans le surnageant nécrotique et stimulent la production d’IFN-! 
par les pDC (Lövgren et al., 2004; Vallin et al., 1999 ). Ces auto-anticorps sont à l’origine de 
l’activation chronique des pDC dans le SLE. Nos résultats montrent que les pDC dérivées en 
présence d’E2 sécrètent plus d’IFN-! en réponse aux complexes-immuns, suggérant que les 
œstrogènes rendraient les pDC de femmes plus sensibles à répondre à des ligands endogènes. 
Ces données pourraient expliquer comment les œstrogènes contribuent au développement du 
SLE et des différences liées au sexe dans cette maladie.  
Nos résultats pourraient également avoir un intérêt thérapeutique. Des stratégies 
prometteuses visent, aujourd’hui, à inhiber la signalisation par les TLR dans les pDC afin de 
diminuer leur activation chronique qui participe au développement de SLE mais également 
entrave l’activité des glucocorticoïdes utilisés traditionnellement dans le traitement de la 
maladie (Barrat and Coffman, 2008; Guiducci et al., 2010a ). En effet, l’activation des TLR, 
induits des signaux de survie dans les pDC, par la voie NF#B, qui deviennent alors 
insensibles aux glucocorticoïdes (Guiducci et al., 2010a). Le développement de SERM 
capables d’interférer avec la signalisation du ER! dans les pDC pourrait constituer une 
nouvelle approche thérapeutique intéressante.  
 
2. Rôle de la signalisation par le récepteur aux œstrogènes ! dans l’effet 
amplificateur du 17-"-œstradiol sur la réponse innée des pDC  
 
L’étude des mécanismes impliquant l’effet amplificateur de l’E2 sont complexes car 
les œstrogènes régulent un grand nombre de processus biologiques et peuvent cibler 
quasiment tous les tissus de l’organisme. La compréhension des mécanismes nécessite donc 
l’utilisation de modèles expérimentaux murins, qui nous permettent d’invalider 
spécifiquement l’expression de ER dans certains types cellulaires et contrôler plus facilement 
l’administration des œstrogènes. Chez l’Homme, la rareté des échantillons disponibles et le 
faible nombre de pDC circulant dans le sang ne nous permettent pas de travailler sur des pDC 
pures, nous empêchant de fait, une analyse moléculaire des effets induits par l’E2.  
 
Nous avons pu montrer que, comme chez les femmes ménopausées, l’administration 
d’E2 à des souris ovariectomisées augmente la production d’IFN-! et de cytokines pro-
inflammatoires après activation des TLR-7 et -9 comparée à des souris non traitées. Nous 
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avons également montré que les oestrogènes endogènes étaient suffisants pour observer cet 
effet en comparant des souris femelles ovariectomisées ou non. Chez l’Homme comme chez 
la souris, l’ajout ou la privation de l’hormone au moment de l’activation des pDC 
n’influencent pas la réponse. Ceci indique que l’effet de l’E2 est conditionné in vivo et ne met 
pas en jeu un effet rapide des œstrogènes sur une voie de transduction comme il a pu être 
décrit pour la PI3K (Ghisletti et al., 2005; Simoncini et al., 2000 ).  L’activation du ER! au 
cours du développement des pDC in vivo est donc nécessaire pour observer cette 
amplification. 
 
Nous avons pu mettre en évidence que l’expression du ER! était nécessaire dans le 
compartiment hématopoïétique pour signaler l’effet de l’E2. Nous avons validé cette 
observation dans deux modèles distincts : tout d’abord, en réalisant des chimères 
hématopoïétiques reconstituées avec des cellules de moelle osseuse de souris sauvages ou 
déficientes pour le ER! puis dans un modèle de délétion conditionnelle dans les précurseurs 
hématopoïétiques, les souris Tie2-ER!KO. Dans les souris Tie2-ER!KO ovariectomisées, la 
production d’IFN-! et de TNF-! induite par le TLR-9 est similaire aux souris contrôles Tie2-
ER!fl/fl. En revanche, le traitement à l’E2 des souris Tie2-ER!KO ne modifie pas de la 
sécrétion de ces cytokines alors qu’elle est augmentée chez les pDC provenant de souris Tie2-
ER!fl/fl. Ceci indique que l’activation du ER! par l’E2 dans les précurseurs hématopoïétiques, 
et/ou dans les pDC au cours de leur développement dans la moelle osseuse, est nécessaire 
pour induire cet effet amplificateur sur la réponse TLR.  
Pour discriminer les différentes hypothèses, nous avons analysé à quel stade de 
développement des pDC in vivo, l'activation de la signalisation par le ER! était nécessaire. 
Les pDC se différencient dans la moelle osseuse et dérivent des CDP qui proviennent de la 
différenciation des MP (Fogg et al., 2006 ; Liu et al., 2009). Le marqueur CD11c, 
caractéristique du lignage dendritique chez la souris est exprimé relativement tardivement 
après le CDP (Liu et al., 2009). Dans les souris CD11c-ER!KO, l’effet de l’E2 sur la sécrétion 
de cytokines est dû à une action directe sur les DC CD11c
+
. Ces résultats indiquent que 
l’activation par le ER! sur un précurseur déjà engagé dans le lignage des DC est nécessaire 
pour observer cet effet et mettent en évidence un rôle direct de l’hormone sur les pDC. 
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3. Comment le 17-"-œstradiol influence t’il la production de cytokines des 
pDC en réponse à la stimulation des TLR-7 et -9 ?  
 
Dans l’analyse des fonctions des DC, il est important de s’assurer que l’on compare 
bien la même sous-population de DC car comme nous l’avons montré dans la différenciation 
induite par le GM-CSF, l’E2 peut influencer l’émergence de différentes populations. Les DC 
représentent une population très hétérogène qui exprime différents marqueurs de surface. Sur 
le plan phénotypique, nous n’avons pas observé de différences majeures entre les pDC 
provenant de souris sauvage ou ER!-/-. Il serait néanmoins intéressant d’analyser l’expression 
du marqueur CCR9 sur les pDC, car ce récepteur permet de discriminer deux populations 
dans la moelle osseuse (Schlitzer et al., 2011). Les pDC CCR9
-
 correspondent à des 
précurseurs de pDC qui ont des capacités réduites à produire de l’IFN-! et des cytokines pro-
inflammatoires comme l’IL-12 et l’IL-6 comparées aux pDC CCR9
+
. Une augmentation de la 
proportion de pDC CCR9
-
 en absence de signalisation par le ER! pourrait rendre compte de 
l’effet que nous observons sur la production de cytokines. Cette hypothèse n’est cependant 
pas privilégiée car malgré des niveaux comparables de mPDCA-1, les pDC CCR9
-
 expriment 
moins de CMH-II et B220 or nous n’avons pas détecté de modification de l’expression de ces 
molécules entre les différents groupes. 
Nous pensons que les œstrogènes pourraient moduler l’expression de molécules 
impliquées dans la signalisation ou le trafic des TLR et ainsi conférer une signature 
transcriptionnelle spécifique aux pDC exposées à l’E2. L’activation des TLR-7 et -9 conduit à 
la signalisation de deux voies majeures dépendantes de MyD88, la voie de l’IRF-7 qui 
conduit à la sécrétion de l’IFN-! et la voie NF#B qui permet la production de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-!, IL-6) et la maturation de la cellule (Gilliet et al., 2008). Nos données 
montrent que la production de cytokines impliquant ces deux voies est augmentée par l’E2, 
suggérant une modification en amont de la bifurcation des voies IRF-7 et NF#B ou une 
molécule commune aux deux voies comme IRAK-4 et TRAF-6 (Kawai and Akira, 2010). Il 
sera intéressant de comparer, par PCR (Polymerase chain reaction) quantitative, l’expression 
des différentes molécules impliquées dans la transduction en aval des TLR, entre des pDC 
sauvages et ER!-/-, avant et après stimulation.  
L’activation optimale des TLR reconnaissant les acides nucléiques nécessite leur 
interaction avec l’alarmine HMGB-1 permettant la sécrétion de cytokines par les pDC (Tian 
et al., 2007 ; Yanai et al., 2009). Cette protéine nucléaire est relarguée lors de nécrose 
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cellulaire mais peut également être secrété activement par les pDC et agir en boucle autocrine 
pour activer la cellules (Dumitriu et al., 2005). Il a été rapporté que les œstrogènes pouvaient 
accroître l’expression de HMGB-1 par un mécanisme dépendant des ER (Chau et al., 1998). 
L’E2 pourrait, dans les pDC, augmenter l’expression de cette protéine et ainsi le nombre de 
pDC capables de répondre à la stimulation des TLR et sécréter des cytokines. Cette hypothèse 
pourrait expliquer pourquoi nous observons cet effet amplificateur sur les deux TLR et les 
deux voies IRF-7 et NF#B. 
Les TLR-7 et -9 sont localisés dans des endosomes et leurs trafics au sein de la cellule 
est important pour la signalisation de ces molécules (Blasius and Beutler, 2010). Ainsi, la 
protéine UNC93B1 interagit directement avec les TLR intracellulaires et permet leur 
localisation au niveau des endosomes (Brinkmann et al., 2007; Tabeta et al., 2006 ). Cette 
molécule est donc critique pour la signalisation des TLR endosomaux. La protéine adaptatrice 
3 (AP-3 ; Adaptor protein 3) permet la localisation et la rétention des TLR dans les 
endolysosomes nécessaires à la sécrétion d’IFN-! (Sasai et al., 2010). Il a, par ailleurs, été 
montré que l’E2 pouvait réguler l’expression de la sous-unité AP-3) (Lee et al., 2004) dont la 
mutation inhibe la production d’IFN-! par les pDC (Sasai et al., 2010). Une régulation du 
trafic des TLR dépendante de la signalisation par le ER! est donc envisageable expliquant 
ainsi l’augmentation de la production de cytokines en réponse aux TLR dans les pDC sous 
E2. 
 Enfin, des différences d’expression des TLR pourraient également être mise en jeu 
cependant il n’a pas été observé de différence, entre les hommes et les femmes, d’expression 
des ARN messagers de TLR-7 et TLR-9 (Berghöfer et al., 2006).   
 
4. Retombées et implications de nos résultats dans l’immunité, l’auto-
immunité et la cancérologie 
 
Les DC sont au cœur des réponses immunitaires, ce qui requiert une grande plasticité 
fonctionnelle et l’intégration de nombreux signaux environnementaux afin de déclencher et 
contrôler ces réponses. Nos études visant à comprendre l’influence des œstrogènes sur le 
développement et les fonctions de ces cellules contribuent à expliquer les différences 
observées entre les sexes dans les réactions immunitaires. Il est cependant certain que ces 
différences sont multifactorielles et que les hormones, à elles seules, n’expliquent pas ce 
dimorphisme. Néanmoins, nous avons pu montrer que les œstrogènes pouvaient fortement 
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modifier les propriétés effectrices des DC qui peuvent avoir des conséquences non 
négligeables sur le développement et l’évolution de certaines maladies. En plus de 
l’implication des pDC dans le SLE que nous avons décrite précédemment, elles également ont 
un rôle central dans les réponses antivirales. Nos résultats pourraient donc contribuer à 
expliquer le biais entre les sexes dans les infections chroniques par le virus de l’Hépatique C 
(HCV) ou le VIH (Davis et al., 2010; Meier et al., 2009 ). Dans le cas d’infection par le HCV, 
la production d’IFN-! par les pDC est importante pour inhiber l’infection des hépatocytes 
(Takahashi et al.). Nos résultats pourraient expliquer les effets bénéfiques du traitement 
hormonal substitutif des femmes ménopausées souffrant d’infection chronique par le HCV 
(Codes et al., 2007; Di Martino et al., 2004).  
 
Au-delà des implications physiopathologiques, nos recherches représentent également 
une approche intéressante pour étudier les facteurs moléculaires influençant la biologie des 
DC. Les ER sont de puissants activateurs de la transcription génique et régulent de nombreux 
gènes au sein des cellules. En comparant des pDC différenciées en présence d’E2 ou non, 
nous observons de profondes différences fonctionnelles. L’analyse des gènes modulés par 
l’E2, pourrait nous permettre de découvrir de nouveaux facteurs influençant le développement 
et/ou la fonction des pDC, en particulier la réponse dépendante des TLR endosomaux. Il sera 
donc intéressant de comparer les profils d’expression génique de pDC provenant de souris 
Tie2-ER!KO ou CD11c-ER!KO avec celui de pDC de souris sauvages traitées à l’E2. Nous 
devrions ainsi identifier le ou les facteurs, modulés par le ER!, responsables de 
l’augmentation de la sécrétion de cytokine. 
 
Enfin, comme nous l’avons évoqué précédemment, nos résultats pourraient permettre 
le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le SLE qui visent à inhiber la 
signalisation par les TLR dans les pDC. À l’aide des souris AF-1
-/-
, nous pourrons étudier 
l’implication des fonctions transactivatrices du ER! dans l’effet que nous avons rapporté. Les 
SERM, comme le tamoxifen, sont capables d’activer une fonction transactivatrice 
indépendamment de l’autre. Nous pourrions ainsi sélectionner des SERM et les tester dans les 
modèles murins que nous avons établis. Les SERM sont déjà couramment utilisés en clinique, 
notamment dans les traitements de cancer du sein hormonaux-dépendants.  
Notre étude pourrait avoir des retombées importantes dans ce domaine. En effet, de 
nombreuses approches thérapeutiques cherchent à utiliser les pDC, du fait de leur capacité à 
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produire de l’IFN et à stimuler les cellules de l’immunité adaptative, comme médiatrices de 
réponse anticancéreuse. Des agonistes des TLR-7 et -9 sont à la base d’essais en thérapie 
anticancéreuse ; leur utilisation a clairement montré des effets bénéfiques dans le traitement 
des mélanomes qui sont attribuées au recrutement et à l’activité des pDC dans la tumeur 
(Hofmann et al., 2008; Palamara et al., 2004 ; Urosevic et al., 2005 ). Les SERM, bien 
qu’efficaces pour inhiber la croissance tumorale des cancers ER
+
, pourraient avoir des effets 
délétères sur la fonction des pDC, et pourraient ainsi compromettre le développement de 
nouvelles approches d’immunothérapie basées sur l’utilisation d’agonistes des TLR-7 et -9.  
En effet, le succès de ce type de thérapie dépend notamment de la mise en place de réponses 
CTL et Th1 anti-tumorales initiées par la production d’IFN-I par les pDC. Ces anti-
œstrogènes pourraient diminuer les chances de réussite de ces traitements en inhibant 
durablement la signalisation ligand dépendante des ER dans les pDC, et en affectant ainsi 
leurs capacités pro-inflammatoires. Il faudrait alors favoriser l’utilisation de SERM capables 
d’inhiber la prolifération tumorale tout en conservant une activité bénéfique sur la fonction 
des pDC.  
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 ANNEXE 
IMMUNOBIOLOGY
Natural killer cells recruited into lymph nodes inhibit alloreactive T-cell activation
through perforin-mediated killing of donor allogeneic dendritic cells
Sophie Laffont,1,2 Cyril Seillet,1,2 John Ortaldo,3 Je´roˆme D. Coudert,1,2 and Jean-Charles Gue´ry1,2
1INSERM U563, Centre de Physiopathologie de Toulouse Purpan, Toulouse, France; 2Universite´ Paul-Sabatier, Toulouse, France; and 3Laboratory of
Experimental Immunology, National Cancer Institute-Frederick, Center for Cancer Research, Frederick, MD
Natural killer (NK)–cell alloreactivity is
exploited in bone marrow transplantation
to improve clinical outcome. Likewise, in
solid organ transplantation, it has been
recently shown that recipient NK cells
may limit alloreactive T-cell responses
through their capacity to prevent the per-
sistence of graft-derived allogeneic den-
dritic cells (DCs). In a model of CD4!
T cell–mediated allogeneic skin graft re-
jection, we show that the absence of host
NK-cell alloreactivity was characterized
by enhanced expansion of alloreactive
effector T lymphocytes, including Th2
cells, and massive eosinophilic infiltrates
in the rejected tissues. In CD8! T cell–
deficient C57BL/6 (H-2b) recipients in-
jected with allogeneic BALB/c (H-2d) DCs,
we demonstrated that NK cells express-
ing the H-2Dd-specific Ly49D activating
receptor were implicated in the regulation
of alloreactive CD4! T-cell responses.
Moreover, we showed that Ly49D!CD127"
NK cells were recruited within DC drain-
ing lymph nodes and rapidly eliminated
allogeneic H-2d DCs through the perforin
pathway. In normal mice, we further dem-
onstrated that NK cells by quickly elimi-
nating allogeneic DCs strongly inhibited
alloreactive CD8! T-cell responses. Thus,
NK cells act as early regulators of alloreac-
tive T-cell priming in allotransplantation
through their capacity to kill allogeneic
DCs in draining lymph nodes. (Blood.
2008;112:661-671)
Introduction
Natural killer (NK) cells are a major component of the innate
immune system and are capable of killing target cells without
prior immunization.1 Activation of NK cells results from the
balance between the engagement of complex families of inhibi-
tory and activatory receptors specific for major histocompatibil-
ity complex (MHC) I molecules and various others ligands.2,3
Inhibitory receptors encompass several families of cell surface
molecules, such as Ly49 and CD94/NKG2 receptors in mouse,
that recognize self-MHC class Ia molecules and transmit
intracellular signals preventing NK-cell activation and target
cell lysis.2,3 Activating receptors recognize MHC class I-like
molecules and other undefined ligands and trigger lysis and
cytokine production.3 Engagement of an excess of inhibitory
receptors aborts the activating signaling cascades. Conse-
quently, in allotransplantation settings, interaction with fully
mismatched allogeneic cells, lacking self MHC I molecules,
leads to unopposed activating signals and NK-cell activation
characterized by target cell killing and cytokine release.4
Their ability to distinguish allogeneic cells from self and their
potent cytolytic effector function make NK cells relevant to
allogeneic bone marrow transplantation.5 However, their role in the
rejection of organ grafts has been difficult to highlight and is still a
matter of debate.6 Although some studies have suggested that NK
cells do not participate to rejection of solid organ transplants,7,8 it
has been recently shown that, in certain models, NK cells could
function as potent effector cells to promote allograft rejection9 or to
trigger allograft vasculopathy.10 A dominant role of NK cells in
fully allogeneic cardiac transplant rejection was reported in CD28-
deficient recipients with impaired T-cell costimulatory functions.
This effect of NK cells was attributed to their capacity to promote
allogeneic dendritic cell (DC) maturation and subsequent alloreac-
tive T-cell activation, overcoming the CD28 deficiency.9,11 This
hypothesis, however, has been recently challenged by the demon-
stration, that in normal mice, host NK cells were implicated in the
induction of islet allograft tolerance through costimulation block-
ade.12 Although the mechanisms were not defined, it was shown
that NK cell–derived perforin (pfp) was required for tolerance
induction.12 Likewise, a prominent role for NK cells has been
recently reported in a skin-graft model of transplantation
tolerance induced by costimulator blockade.13 Interestingly, it
was shown that host NK cells were able to kill graft-derived
antigen presenting cells (APCs), including DCs, thereby prevent-
ing excessive priming of alloreactive T cells in lymphoid and
nonlymphoid tissues. These data indicate that, in the absence of
NK cells, allogeneic DCs can persist in the host and enhance
T-cell priming, thereby hindering the induction of tolerance to
these highly immunogenic transplants.13 This observation is in
agreement with our previous work showing that recognition of
allogeneic DCs by host NK cells strongly affected the magni-
tude of allospecific CD4! T-cell responses as well as their
cytokine secretion profiles.14
Altogether, these observations suggested that host NK cells,
through their ability to recognize and kill cells expressing alloge-
neic MHC class I molecules, might limit the persistence of
donor-derived DCs, thereby inhibiting alloreactive T-cell priming
through the direct pathway.13,14 As we recently showed that host
allospecific CTLs can rapidly eliminate semi-allogeneic DCs in
lymph nodes,15 we have used CD8"-deficient mice as recipients.14
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In this model, we examined the site and the mechanism of
allogeneic DC elimination by host NK cells, and its consequences
on alloreactive CD4! and CD8! T-cell responses.
Methods
Mice
BALB/c (H-2d) and C57BL/6 (B6) (H-2b) mice were purchased from
Center d’Elevage R. Janvier (Le Genest St Isle, France). "2-microglobu-
lin#/# mice on the BALB/c background were generated as previously
described.14 B6 CD8$#/#, B6 perforin-deficient (pfp#/#), and B6
IL-12R"2#/# mice were initially obtained from The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME). B6 CD8$#/#, (BALB/c x B6)F1 (CB6 F1), B6 pfp#/#,
B6 CD8$#/#pfp#/#, B6 IL-12R"2#/#, and BALB/c "2-microglobulin#/#
mice were bred and maintained in our specific pathogen-free animal facility.
All experiments involving animals were performed in compliance with the
relevant laws and institutional guidelines: Inserm approval no. 31-167,
ethical review no. MP/03/05/03/04.
In vivo monoclonal antibody treatment
For in vivo NK-cell depletion, the anti-NK1.1 PK136 mouse IgG2a
monoclonal antibody (mAb) (HB 191, ATCC, Manassas, VA) was purified
from ascites fluid by caprylic acid precipitation. Mice were injected
intraperitoneally with 200 %g of PK136 the day before and the day of
immunization. For specific NK-cell subset depletion, 100 %g of the
anti-Ly49D 4E5 rat IgG2a mAb or 100 %g of anti-Ly49A/D 12A8 rat IgG2a
mAb was injected at days #1 and 0 of the experiment. For in vivo CD8!
T-cell depletion, mice were injected with anti-CD8$ 53–6.72 rat IgG2a
(TIB-105, ATCC) as previously shown.15 For L-selectin blockade experi-
ments, mice received 100 %g of anti-CD62L monoclonal antibody Mel-14
3 hours before DC injection.
Skin grafting and histologic studies
Skin grafts were performed as previously described.14 For histologic
analysis, skin grafts were fixed with formol for 24 hours at 37°C, and then
tissue sections were stained with hematoxylin and eosin, after paraffin
embedding. The percentage of eosinophils among infiltrating mononuclear
cells was determined in at least 3 fields per graft as previously shown.15
Bone marrow-derived dendritic cells
Mouse bone marrow cells were cultured in complete culture medium at
2 & 106 in bacteriologic Petri dish (Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Germany) supplemented with supernatant of J558L cells transfected
with a plasmid expressing the murine granulocyte macrophage-colony
stimulating factor (GM-CSF). The method used here was adapted from a
protocol previously described.16 DC preparations (' 80% of CD11cpos
cells) were used at day 8 or 9 of culture to immunize mice subcutane-
ously into the hind footpads.
T-cell assays
CD4! T cells from popliteal and inguinal lymph nodes of DC-immunized
mice or inguinal and axillary lymph nodes draining the skin graft were
purified by negative selection as previously described.15 CD4! T cells
(purity ' 90%) were cultured with irradiated allogeneic splenocytes in
HL-1 synthetic medium (Cambrex, Walkersville, MD). Supernatants were
collected after 72 hours for cytokine analysis. Interferon-( (IFN-() and
interleukin-4 (IL-4) were quantified by 2-site sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay as previously described.17 For T-cell proliferation
assays, cell cultures were pulsed the last 8 hours of culture with 1 %Ci
(37 KBq) [3H]TdR (40 Ci/nmol; the Radiochemical Center, GE Healthcare,
Little Chalfont, United Kingdom). Incorporation of [3H]TdR was measured
by an MicroBeta TriLux luminescence counter (PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Waltham, MA).
Flow cytometry
For the analysis of intracellular cytokine synthesis, CD4! T cells were
cultured in complete medium with T cell–depleted allogeneic BALB/c
splenocytes for 8 hours in the presence of anti-CD28 mAb (3 %g/mL,
e-Bioscience, San Diego, CA) as previously described.15 Brefeldin A
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) was added at 10 %g/mL for the last 4 hours
of culture. The following mAbs purchased from BD Biosciences PharMin-
gen (San Diego, CA) were used: anti-CD4, anti-CD69, and anti-IL-4
(11B11 clone). For NK-cell phenotyping, the following fluorochrome-
conjugated mAbs (BD Biosciences PharMingen) were used: anti–TCR-",
anti-NK1.1, anti-DX5, anti-CD11b, anti-CD69, anti-CD127, and anti-
Ly49D (4E5 clone). Intracellular staining for IFN-( was performed on ex
vivo isolated lymph node cells as described elsewhere.18
DC migration assay
For in vivo cytotoxic assay, B6 and BALB/c DCs were labeled with either
1 %M or 10 %M of carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE;
Invitrogen, Carlsbad, CA) as described15 and then injected subcutaneously
into the hind footpads. At indicated times, draining popliteal lymph nodes
were removed and digested with collagenase IV (Sigma-Aldrich) at
400 U/mL for 30 minutes at 37°C. The following fluorochrome-conjugated
mAbs were used: anti-CD11c (BD Biosciences PharMingen) and anti-MHC
class II (e-Bioscience). Cells were gated on CD11cpos, MHC IIhigh, and
CFSEpos cells that represent approximately 2% to 4% of CD11cpos MHC
IIhigh DCs in lymph nodes. Percentages of allogeneic target BALB/c cells
were normalized to control syngeneic B6 cells. All cytometric data were
collected on a FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA) and analyzed
using the FlowJo software (Tree Star, Olten, Switzerland).
Confocal microscopy
DCs from indicated origins were labeled with 10 %M of CFSE or 10 %M of
(5-(and -6-)-((4-chloromethyl)benzoyl)amino) tetramethylrhodamine
(CMTMR; Invitrogen) as indicated by the manufacturer. Depending on the
experiment, CMTMR-labeled BALB/c cells alone or a mixture of 106
CFSE-labeled BALB/c DCs and 106 CMTMR-labeled B6 DCs were
injected subcutaneously into the hind footpads of recipient mice. At
indicated times after injection, popliteal draining lymph nodes were
harvested and prepared for confocal microscopic analysis as previously
described.15 Cryostat sections (10 %m) were stained with unconjugated
antiperipheral lymph node addressin (PNAd) mAb (Meca-79, BD Bio-
sciences PharMingen) and anti-B220 mAb (RA36B2, BD Biosciences
PharMingen). PNAd and B220 were revealed with AlexaFluor647 goat
anti–rat Ig antibodies (Invitrogen). In some experiments, frozen sections of
lymph nodes were fixed with acetone and stained with goat anti-NKp46
antibodies (R&D Systems, Minneapolis, MN), followed by donkey anti–
goat antibodies conjugated to Alexa 488 or Alexa 633 (Invitrogen). Sections
were analyzed with a LSM 510 confocal microscope and acquisition system
(Carl Zeiss, Jena, Germany) equipped with a 10&/1.4 objective lens.
Images were then processed with Adobe Photoshop CS2 software version
8.0.1 (Adobe Systems, Mountain View, CA).
Statistical analysis
Differences between variables were evaluated with by the Student t test
using Prism GraphPad software (San Diego, CA).
Results
Effect of host NK-cell activation on allospecific CD4! T-cell
development and skin allograft rejection in vivo
We previously showed that activation of host NK cells by
allogeneic DCs immunization or skin graft transplantation, in
recipient mice lacking CD8! T cells, resulted in diminished
allospecific Th cell responses associated with the development of
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effector Th cells producing IFN-! but no type 2 cytokines. NK-cell
elimination was sufficient to restore strong alloreactive CD4" T-cell
priming and to promote Th2 cell development.14 A typical experiment is
presented in Figure 1, where CD8-deficient B6 mice, depleted or not of
NK cells by anti-NK1.1 treatment, were grafted with fully allogeneic
BALB/c skin. At day 8, CD4" T cells were purified from draining
lymph nodes and stimulated in vitro with allogeneic BALB/c APCs. In
agreement with previous work,14 CD4" T cells from NK-depleted mice
proliferated vigorously and produced large amounts of IFN-! and IL-4.
By contrast, in presence of NK cells, priming with allogeneic skin graft
induced a modest proliferative response of alloreactive CD4" T cells
that produced some IFN-! but no IL-4 (Figure 1B,C). Histologic
analysis of rejected allogeneic BALB/c skin grafts showed massive
eosinophil infiltrates in NK cell–depleted mice, confirming the Th2 bias
of the alloreactive response (Figure 1D).As a control to prevent NK-cell
activation by donor allograft, we used (BALB/c x B6)F1 mice, which
express recipient MHC I molecules as skin graft donors.As expected, in
this combination, skin graft rejection was associated with strong tissue
eosinophilia (Figure 1D) and alloreactive Th2 cell priming (data not
shown). Taken together, our data show that in absence of NK-cell
activation, CD4" T cell–mediated graft rejection is characterized by
enhanced expansion of alloreactive effector T lymphocytes, including
Th2 cells probably responsible for the massive eosinophilic infiltration
in rejected skin allografts.
Ly49D! NK cells regulate alloreactive CD4! T-cell priming and
polarization in response to allogeneic H-2d DCs
We next thought to determine the subsets of host NK cells that are
required for the regulation of H-2d-specific CD4" T-cell responses
in CD8-deficient B6. Because alloreactive T-cell response in this
model of skin graft rejection is probably induced by donor DCs that
migrate to the draining lymph nodes,19 CD8-deficient B6 mice
were immunized with allogeneic BM-DCs from BALB/c mice. In
this experimental setting, NK-cell depletion induced alloreactive
CD4" T-cell priming in allogeneic DC-immunized but not naive
mice (Figure S1, available on the Blood website; see the Supplemen-
tal Materials link at the top of the online article). As it has been
reported in H-2d bone marrow transplant rejection,20 we hypoth-
esized that the regulatory role of NK cells was mediated by a subset
of NK cells expressing Ly49D activating receptor specific for
H-2Dd MHC class I molecules expressed on allogeneic DCs.21,22 As
shown in Figure 2A, administration of anti-Ly49A/D (12A8) mAb
enhanced H-2d-specific proliferative CD4" T-cell response and
induced the development of effector Th cells producing not only
IFN-! but also IL-4. In contrast, allogeneic DC immunization of
control B6 CD8#/# mice induced a moderate priming of alloreac-
tive CD4" T-cell responses. This was confirmed by analyzing the
frequency of H-2d–specific Th2 cells by intracellular cytokine
staining. IL-4 producing CD69" CD4" T cells specific for H-2d
MHC class II molecules were detected at similar frequency in
anti-NK.1.1 and anti-Ly49D/A–treated mice and represented ap-
proximately 1% of total CD4" T lymphocytes. The frequency of
IL-4" CD4" T cells was below 0.02% when T cells were cultured
with syngeneic APCs (not shown). In NK sufficient mice immu-
nized with allogeneic DCs (Figure 2B), the frequency of IL-4–
producing CD4" T cells was either very low ($ 0.2%) or undetect-
able (not shown). Because 12A8 mAb depletes in addition to
Ly49D" cells a population of NK cells expressing the Ly49A
inhibitory receptor, we evaluated the effect of selective depletion of
Ly49D using the 4E5 mAb. In the spleen and lymph nodes of
12A8- or 4E5-treated mice, we noticed a slight reduction of NK-
cell numbers and a complete disappearance of NK cells expressing
high levels of Ly49D (Figure S2). This selective elimination of
Ly49D-bearing NK cells had almost similar effect as complete NK-
cell depletion, by restoring strong alloreactive CD4" T-cell priming
and expansion of IFN-! and IL-4-producing effector Th cells
(Figure 2C). We also evaluated the effect of Ly49D" NK-cell
depletion on CD4" T-cell responses induced in B6 CD8#/# mice
immunized with MHC class I–deficient BALB/c DCs. As shown in
Figure 2D, %2-microglobulin–deficient BALB/c DCs were unable
to prime alloreactive CD4" T-cell responses in both control and
anti-Ly49D–treated mice. By contrast, when recipient mice were
depleted of their whole NK cell compartment using anti-NK1.1
mAb, a potent alloreactive H-2d-specific CD4" T-cell response
developed, characterized by a strong production of type 1 and type
2 effector cytokines (Figure 2D). Thus, in 4E5-treated mice, the
remaining Ly49D# NK cells were still efficient in inhibiting
alloreactive CD4" T-cell priming by allogeneic %2-microglobulin–
deficient BALB/c DCs. Similar results were obtained using anti-
Ly49D/A mAb 12A8 (not shown). Altogether, these data indicate
that the failure of allogeneic H-2d DCs to efficiently prime
alloreactive CD4 T cells is a consequence of the activation of
H-2Dd-specific Ly49D" NK cells. These results also rule out any
role for NKT cells as Ly49D molecules have indeed been reported
to be exclusively expressed on NK cells.23-25
Increased recruitment and activation of host NK cells in
allogeneic DC-draining lymph nodes
Having shown that Ly49D" NK cells regulate CD4" T-cell priming
in response to allogeneic BALB/c DCs, we next examined the
recruitment and activation status of host NK cells in DC-draining
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Figure 1. In the absence of NK-cell activation, allogeneic skin grafting induces
strong alloreactive CD4! T-cell responses associated with Th2 cell develop-
ment and massive eosinophil recruitment. (A-C) B6 CD8#/# mice, treated or not
with anti-NK1.1 PK136 mAb, received a skin graft from allogeneic BALB/c mice. Eight
days after grafting, draining lymph nodes were harvested. Lymph nodes from naive
mice were taken as control. Purified CD4" T cells were cultured (2 & 105 cells/well) in
the presence of irradiated allogeneic BALB/c splenocytes (1 & 105 cells/well) for
72 hours. (A) CD4" T-cell proliferation was evaluated by 3H-TdR incorporation.
Background proliferation was less than 500 cpm. (B) IFN-! and (C) IL-4 productions
were measured by enzyme-linked immunosorbent assay in 72-hour culture superna-
tants. Data are mean plus or minus SEM of 5 mice per group. (D) B6 CD8#/# mice,
treated or not with anti-NK1.1, received a skin graft from syngeneic B6, semi-
allogeneic CB6F1, or fully allogeneic BALB/c mice. At the day of graft rejection (days
10-12), transplanted skins were harvested. Skin histologic analyses were performed,
and the percentage of eosinophils among total mononuclear infiltrating cells was
evaluated (3-5 mice per group). Data are from one representative experiment of at
least 2 performed. *P $ .05. **P $ .01. N.S. indicates not significant.
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lymph nodes 24 hours after immunization. As shown in Figure 3A,
the frequency of NK1.1!TCR-"# NK cells was increased up to
6-fold in allogeneic DC-draining lymph nodes compared with
control lymph nodes from nonimmunized mice. Immunization with
syngeneic B6 DCs also induced the recruitment of NK cells to
draining lymph nodes, although to a lesser extent than fully
allogeneic BALB/c DCs. Lymph node cellularity was equivalently
enhanced in mice primed with syngeneic or allogeneic BALB/c
DCs with similar proportion of T and B cells (not shown). NK-cell
recruitment was associated with an increased frequency of NK cells
expressing the activation markers CD69 (Figure 3B) or CD11b
(Figure 3C) in allogeneic DC-draining lymph nodes compared with
lymph nodes from control or syngeneic DC-immunized mice.
Likewise, the frequency of IFN-$-secreting CD69!NK1.1!TCR-"#
NK cells increased from 0.2% to 3% or 4% at 24 hours after
immunization (Figure 3D). These data collectively demonstrate
that on immunization with allogeneic DCs, NK cells harboring an
activated phenotype are rapidly recruited to draining lymph nodes.
Host Ly49D! NK cells are responsible for allogeneic DC
elimination in vivo
Thereafter, we investigated whether this rapid afflux of alloreactive
NK cells could have an impact on allogeneic DC elimination in
draining lymph nodes. We therefore monitored the accumulation
and/or persistence of BALB/c DCs in the recipient lymph nodes. To
this end, B6 CD8#/# mice were immunized subcutaneously with
equal numbers of syngeneic B6 and allogeneic BALB/c DCs,
labeled with low or high concentrations of CFSE dye, respectively.
Histograms in Figure 4A are representative of CFSE-labeled DC
profiles obtained at 48 hours from untreated and anti-NK1.1 treated
B6 CD8#/# mice. As shown in Figure 4B, depletion of host NK
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Figure 2. Ly49D! NK cells regulate alloreactive CD4
T-cell priming and polarization in response to allo-
geneic H-2d DCs. (A) B6 CD8#/# mice, treated or not
with anti-NK1.1 PK136 mAb or anti-Ly49A/D 12A8
mAb, were injected subcutaneously with allogeneic
BALB/c DCs. Six days after immunization, CD4! T cells
were purified from draining lymph nodes and restimu-
lated (2 % 105 cells/well) with irradiated allogeneic
BALB/c splenocytes for 72 hours to measure prolifera-
tion and cytokine production. Data are mean plus or
minus SEM of 3 mice per group. Data are from one
representative experiment of 3 performed. (B) To evalu-
ate the frequency of IL-4-producing cells, purified CD4!
T cells were cultured for 8 hours with T cell–depleted
BALB/c splenocytes in the presence of anti-CD28 mAb.
Intracytoplasmic staining for IL-4 was then performed.
Data are percentage of CD69pos CD4pos T cells produc-
ing IL-4 (mean & SEM of 3 mice per group). (C,D) B6
CD8#/# mice, treated or not with anti-NK1.1 PK136
mAb or anti-Ly49D 4E5 mAb, were injected subcutane-
ously with DCs derived from either WT BALB/c mouse
(C) or "2-microglobulin#/# BALB/c mouse (D). Six days
after immunization, CD4! T cells were purified from
draining lymph nodes and restimulated (2 % 105 cells/
well) with irradiated allogeneic BALB/c splenocytes for
72 hours to measure proliferation and cytokine produc-
tion. Data are mean plus or minus SEM of 3 mice per
group. Background proliferation was less than 1500
cpm. Data are representative of at least 2 experiments
performed.
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cells was associated with an increase in allogeneic DC numbers in
draining lymph nodes from 48 to 72 hours after immunization.
Next, to determine whether Ly49D! NK cells were implicated in
the inhibition of allogeneic DC persistence, CD8-deficient B6 mice
were treated, or not, with anti-NK.1.1 or anti-Ly49D mAb and then
immunized with the same DC mixture as before. We found that
allogeneic DC persistence was similarly increased in mice depleted
of NK1.1! or Ly49D! NK cells, suggesting that allogeneic DC
elimination was mediated by a subset of NK cells bearing the
H-2Dd–specific Ly49D activating receptor (Figures 4C, S3).
Then, to directly visualize allogeneic DC persistence in draining
lymph nodes in absence of host NK cells, we performed confocal
microscopy analysis. B6 CD8"/" mice were injected with BALB/c
DCs labeled with CMTMR (red). As shown in Figure 4D,E,
allogeneic DCs were present at high numbers only in NK-depleted
mice. NK cells were then visualized by NKp46 staining.26 Consis-
tent with previous work,18,26 NK cells were found in the T-cell zone
of lymph nodes of control but not anti-NK1.1–treated mice (Figure
4E) and therefore colocalized in the same lymph node areas as DCs
(Figures S5, S7). We next determined the kinetics of DC elimina-
tion in the draining lymph nodes by injecting B6 CD8"/" mice with
a mixture of CFSE-labeled BALB/c DCs (green) and CMTMR-
labeled B6 DCs (red). Data in Figure 4F show that allogeneic DC
numbers were not affected by the presence or absence of NK cells
at an early time point (18 hours). By contrast, alterations in
BALB/c DC numbers were evident at 24 to 48 hours in control
mice compared with NK-depleted hosts. Altogether, these data
show that allogeneic DCs fail to accumulate and to persist in the
presence of NK cells, and suggest that NK cells expressing the
Ly49D activating receptor participate in a large extent to the rapid
elimination of allogeneic DCs within the draining lymph nodes.
Recently recruited NK cells are responsible of allogeneic
DC killing
Data from Figures 3 and 4 indicated that the rapid afflux of NK
cells in the draining lymph nodes was associated with the
elimination of donor-derived allogeneic DCs. We therefore investi-
gated whether newly recruited NK cells rather than resident NKs
were directly implicated in allogeneic DC killing. To assess this
Figure 3. Increased recruitment and activation of
host NK cells in lymph nodes after allogeneic DC
immunization. B6 CD8"/" mice were left untreated (")
or injected with either syngeneic B6 DCs or allogeneic
BALB/c DCs. Twenty-four hours after immunization,
draining lymph nodes were harvested, and the percent-
age of TCR-#neg NK1.1pos cells was determined (A) as
well as the percentage of NK cells (TCR-#neg
NK1.1posDX5pos) expressing CD69 (B) and CD11b (C).
(D) The frequency of CD69pos NK cells (TCR-#neg
NK1.1pos) producing IFN-$ was evaluated by ex vivo
intracytoplasmic staining without prior stimulation. Data
are mean plus or minus SEM of 4 or 5 mice per group.
*P % .05. **P % .01. N.S. indicates not significant. Data
are from one representative experiment of 3 performed.
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Figure 4. The persistence of donor-derived DCs in lymph nodes is impaired in the presence of host Ly49D! NK cells. (A,B) B6 CD8!/! mice, treated or not with
anti-NK1.1 PK136 mAb, were injected with CFSElow-labeled syngeneic B6 DCs and CFSEhigh-labeled allogeneic BALB/c DCs. Draining lymph nodes were harvested at
indicated times after immunization and analyzed for the presence of CFSE-labeled cells. Cells were gated on CD11cpos, MHC IIhigh, and CFSEpos cells. (A) Representative
CFSE profiles of injected DCs obtained at 48 hours from untreated or PK136-treated mice. (A,B) Numbers in dot plots and histograms indicate the percentages of allogeneic
BALB/c CFSEhigh cells normalized to control syngeneic B6 CFSElow cells [(%BALB/c DCs:%B6 DCs)" 100]. (C) B6 CD8!/! mice were treated, or not, with anti-NK1.1 PK136
mAb or anti-Ly49D 4E5 mAb, and injected as in panel A with a mixture of CFSElow-B6 DCs and CFSEhigh-BALB/c DCs. Forty-eight hours after immunization, the presence of
CFSE-positive cells was analyzed in the draining lymph nodes, and the percentage of CFSEhigh BALB/c cells among control CFSElow B6 cells was determined. Data are mean
plus or minus SEM of 3 or 4 mice per group. (D) B6 CD8!/! mice treated, or not, with PK136 were injected with 1 or 2 " 106 CMTMR-labeled BALB/c DCs. Forty-eight hours
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point, we performed L-selectin–blocking experiments as some
reports have shown that entry of blood NK cells into lymph nodes
was mediated through high endothelial venules in a CD62L-
dependent manner.18,27,28 B6 CD8!/! mice were injected with
anti-CD62L blocking mAb and immunized 3 hours later with
allogeneic DCs. At 48 hours after DC injection, draining lymph
nodes were harvested and analyzed for the presence of NK cells
and allogeneic DCs. As expected, the number of NK cells recruited
into DC-draining lymph nodes was reduced by 90% by injecting
anti-CD62L mAb (Figure 5A). We looked at the repartition of 2 NK
cell subsets, the newly described thymic NK cells expressing
CD127 (IL-7 receptor ")29 and the conventional CD127! NK
subset. We found that CD62L blockade preferentially affected the
conventional subset with a marked decrease in the percentage of
CD127! NK cells expressing Ly49D (Figure 5B). Blockade of
blood-borne NK cell migration into the lymph nodes prevented
allogeneic DC killing as efficiently as NK cell depletion (Figure
5C). These results strongly suggested that CD127! Ly49D# NK
cells recruited from the blood into the draining lymph nodes were
responsible for allogeneic DC elimination, rather than lymph
node-resident NK cells.
Perforin-mediated killing is critical for the elimination of
allogeneic DCs by host NK cells in vivo
To gain insight into the mechanisms underlying allogeneic DC
elimination by NK cells, we analyzed DC persistence in perforin-
deficient mice, as perforin is a critical molecule in the cytolytic
function of NK cells.30 Groups of B6 WT and B6 pfp!/! mice were
all depleted of CD8# T lymphocytes by antibody treatment, as we
and others recently showed that CTL can rapidly kill semi-
allogeneic DCs within the draining lymph nodes.15,31 Groups of
mice received in addition anti-NK1.1 mAb before injection with
equal numbers of allogeneic BALB/c and syngeneic B6 DCs
differentially labeled with CFSE (Figures 6A, S4A). We found that
allogeneic DCs failed to accumulate unless NK cells were previ-
ously depleted. In contrast, similar numbers of allogeneic DCs
were found in both control and NK-depleted pfp-deficient B6 mice,
suggesting that perforin-dependent cytotoxicity is the main path-
way of NK cell–mediated allogeneic DC killing in vivo. Unlike for
allogeneic DCs, migration and survival of syngeneic B6 DCs were
not affected by perforin deficiency (not shown). We also investi-
gated the role of IL-12R signaling in NK cells, as IL-12 has been
reported to be required for NK-cell cytotoxicity in some in vivo
models.32 As shown in Figures 6B and S4B, NK cells in IL-12R$2–
deficient mice were as effective as in WT mice in mediating
cytotoxic elimination of allogeneic DCs in vivo. The key role
played by perforin in the elimination of allogenic DC was then
confirmed by confocal microscopic analysis. B6 CD8!/! or B6
CD8!/!pfp!/! double-knockout mice were coinjected with BALB/c
(green) and B6 (red) DCs (Figure 6C,D). Whereas allogeneic
BALB/c DCs were almost absent in B6 CD8!/! mice (Figure 6C),
they were readily detectable within the draining lymph nodes of B6
after immunization, draining lymph nodes were harvested, prepared and stained with anti-B220 and anti-PNAd mAbs (blue). Lymph nodes sections were then analyzed by
confocal microscopy, and the numbers of red DCs per lymph node were evaluated. Data are mean plus or minus SEM of 4 lymph nodes per group (2 mice/group). (E,F) B6
CD8!/! mice were treated or not with PK136 as indicated before immunization with DCs. (E) Mice were immunized with CMTMR-labeled BALB/c DCs (red). Frozen sections of
lymph nodes at 48 hours were stained with goat anti-NKp46 antibodies and then donkey anti–goat Alexa488 antibodies. Numbers of NK cells and BALB/c DCs per section were
counted. Data are mean plus or minus SEM of 4 to 6 lymph nodes per group. In panel F, mice were injected with CFSE-labeled BALB/c DCs (green) and CMTMR-labeled B6
DCs (red). Draining lymph nodes were removed at indicated times after immunization to evaluate the kinetics of allogeneic DC appearance. Lymph node sections were then
stained with anti-B220 and anti-PNAd mAbs (blue). Representative tissue sections from untreated or PK136-treated mouse lymph nodes harvested at 48 hours after injection
are depicted. Histograms indicate the percentage of CFSE BALB/c cells among control CMTMR B6 cells. Data are mean plus or minus SEM of individual lymph nodes (2 or
3 mice per group). *P % .05. **P % .01. N.S. indicates not significant. Data are representative of at least 2 or 3 experiments performed.
Figure 5. Recently recruited NK cells are respon-
sible for allogeneic DC killing. (A-C) B6 CD8!/! mice,
treated, or not, with anti-CD62L Mel-14 mAb, were
immunized with CFSEhigh syngeneic B6 DCs and CF-
SElow allogeneic BALB/c DCs. Forty-eight hours after
injection, draining lymph nodes were removed and
analyzed for the presence of NK cells and CFSE DCs
(CD11cpos MHC IIhigh CFSEpos cells). (A) Absolute num-
bers of NK cells (TCR-$neg NK1.1pos) recovered from
lymph node are indicated. (B) Expression of CD127 and
Ly49D on NK cells (TCR-$neg NK1.1pos). (C) Representa-
tive CFSE profiles of injected DCs from control, Mel-14–,
or PK136-treated mouse lymph nodes are shown. Num-
bers indicate the percentage of CFSElow BALB/c DCs
among control CFSEhigh B6 DCs.A representative experi-
ment of 3 is shown.
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CD8!/!pfp!/! mice (Figure 6D), despite similar numbers of NK
cells (Figure S5). Depletion of host NK cells by anti-NK.1.1
treatment fully restored allogeneic DC numbers in B6 CD8!/!
mice (Figure 6C), whereas it had no significant effect on
allogeneic DC persistence in perforin-deficient B6 CD8!/! mice
(Figure 6D). Likewise, strong alloreactive CD4" T-cell priming
occurred in pfp-deficient B6 CD8!/! mice whether NK cells
were present or not (Figure S6). To demonstrate that perforin in
NK cells was indeed crucial for allogeneic DC elimination, we
examined whether adoptively tranferred wild-type NK cells
could influence BALB/c DCs numbers in perforin-deficient
CD8!/! mice. Allogeneic BALB/c DC numbers were substan-
tially reduced in lymph node sections from mice reconstituted
with highly purified wild-type NK cells (Figure S7). Altogether,
these data demonstrate that perforin-dependent cytotoxicity is
the main pathway implicated in allogeneic DC elimination by
host NK cells within lymph nodes.
Early killing of allogeneic H-2d DCs by host NK cells inhibits
alloreactive CD8! T-cell priming in vivo
Because CD8" T cells can clearly contribute to allogeneic DC
killing in the lymph nodes,15 we used so far CD8-deficient mice
to focus more accurately on the mechanisms of DC killing by
NK cells. To assess the significance of our findings in a situation
where other MHC class I–directed pathways are operating, we
first evaluated the effect of NK cells on alloreactive CD8"
T cell-priming. For this, CD8-deficient mice were reconstituted
with CFSE-labeled CD8" T lymphocytes from normal mice
before allogeneic DC immunization. Recipient mice were
depleted or not of NK cells by anti-NK1.1 mAb treatment. CFSE
dilution in CD8" T cells in draining lymph nodes was evaluated
4 days later. In control mice, CD8" T lymphocytes that had
divided and thus demonstrated lower CFSE intensity were
detected in the lymph nodes draining the allogeneic DC
injection site (Figure 7A) compared with distal lymph nodes
(Figure 7B) or lymph nodes from naive control (data not
shown). Interestingly, NK-cell depletion further increased the
frequency of proliferating CD8" T cells (Figure 7A-D). We next
evaluated the NK-cell requirement for allogeneic DC elimina-
tion in wild-type mice. Normal mice were either left untreated,
depleted of NK cells, or both NK cells and CD8" T lymphocytes
before administration of differentially labeled DCs as in Figure
6. Draining lymph nodes were collected after 28 or 72 hours to
determine the frequency of allogeneic BALB/c DCs by confocal
microscopy. Data in Figure 7E,F show that, in normal mice, NK
cells have already eliminated allogeneic DCs by 28 hours,
before CD8" T cell–mediated killing that occurred later by 48 to
72 hours, in agreement with our previous work.15 In conclusion,
these data demonstrate that host NK cells can kill allogeneic
H-2d DCs in the presence of CD8" T cells, thereby limiting
alloreactive CD8" T-cell priming in vivo.
Figure 6. Perforin-mediated killing is critical for the
elimination of allogeneic DCs by host NK cells in
vivo. (A) B6 WT, B6 pfp!/! or (B) IL-12R#2!/! mice, all
CD8-depleted, were injected, or not, with anti-NK1.1
PK136 mAb and then immunized with equal numbers of
CFSElow-B6 DCs and CFSEhigh-BALB/c DCs. (A) Data
are mean plus or minus SEM of 3 mice per group and are
from one representative experiment of 4 performed.
(B) Data are mean plus or minus SEM of 4 mice per
group. (C) B6 CD8!/! and (D) CD8!/!pfp!/! mice were
injected with equal numbers of CFSE-labeled BALB/c
DCs (green) and CMTMR-labeled B6 DCs (red). Forty-
eight hours after immunization, draining lymph nodes
were harvested and prepared for confocal microscopy
analysis. Lymph node sections were stained anti-B220
and anti-PNAd mAbs (blue). Data are the percentage of
CFSE BALB/c DCs among control CMTMR B6 DCs. Data
were pooled from 2 independent experiments. Data are
mean plus or minus SEM of individual lymph nodes (4 or
5 mice per group). **P $ .01. N.S. indicates not significant.
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Discussion
Here we report that, in allotransplantation settings, host NK cells
regulate alloreactive T-cell responses through direct killing of
allogeneic DCs in secondary lymphoid organs. We showed that
newly recruited Ly49D! NK cells in B6 recipients specific for H-2
Dd MHC class I molecules were able to kill allogeneic BALB/c
(H-2d) DCs through a perforin-dependent mechanism. Our data
support a model in which donor-derived DCs migrate into the
draining lymph nodes where they induce L-selectin–dependent
recruitment of blood-borne NK cells. Thus, recruitment of alloreac-
tive NK cells in graft draining lymph nodes could limit alloreactive
T-cell priming through lysis of allogeneic DCs. Indeed, in a model
of CD4! T cell–mediated skin graft rejection, we showed that the
absence of NK cell activation resulted in an enhanced expansion of
alloreactive CD4! T cells, including Th2 cells, which probably
accounted for the massive infiltrates of eosinophils found in
rejected allografts. In normal mice, we finally showed that NK cells
quickly eliminated allogeneic DCs within the lymph nodes drain-
ing the DC injection site, thereby inhibiting alloreactive CD8!
T-cell responses. These data, in agreement with previous work,13,14
support the concept that host NK cells may suppress rather than
enhance alloreactive CD4! and CD8! T-cell responses through
their capacity to rapidly kill donor derived APCs in secondary
lymphoid tissues.
Indeed, besides their important function in the elimination of
transformed or infected cells in the periphery, recent evidence from
both human and mouse studies has documented that NK cells could
also regulate adaptive immune responses by modulating DC
functions or by producing polarizing cytokines, such as IFN-
".27,33-35 In vitro experiments have shown that human NK cells can
efficiently kill autologous immature but not mature DCs, suggest-
ing that NK cells might play an important regulatory role by
selecting immunogenic mature DCs during the initiation of im-
mune responses.33,34 The situation is different, however, in allotrans-
plantation settings where mature allogeneic DCs, lacking self-
MHC class I, should be readily eliminated by host alloreactive NK
cells, leading to opposite effects on the T-cell responses. Indeed,
donor NK alloreactivity has been exploited in bone marrow
transplantation to improve clinical outcome. Alloreactive NK cells
were not only able to induce more effective elimination of
leukemia cells but also to prevent graft-versus-host disease through
their capacity to kill recipient DCs, thereby avoiding alloreactive
donor T-cell priming.36 Interestingly, in skin transplantation mod-
els, it has been recently shown that recipient NK cells were able to
prevent the persistence of graft-derived allogeneic DCs. In this
study, the presence of recipient NK cells was required to promote
efficient allograft survival induced by costimulation blockade.13
However, the mechanisms by which NK cells were able to
eliminate allogeneic DC in situ were not examined. Our present
work now shows that encounter of mature allogeneic DCs with NK
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Figure 7. Host NK cells inhibit alloreactive CD8! T-cell priming in vivo through their capacity to rapidly eliminate allogeneic H-2d DCs in draining lymph nodes.
(A,B) B6 CD8#/# mice, treated, or not, with anti-NK1.1 PK136 mAb, were injected intravenously with 107 CFSE-labeled CD8! T lymphocytes. Mice were then immunized with
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cells from individual mice (3 or 4 per group). Data are representative of 3 experiments performed. (E,F) Normal C57BL/6 mice were injected with anti-NK1.1 PK136 mAb alone
or together with anti-CD8–depleting mAb as indicated. Mice were immunized with a mixture of CFSE-labeled BALB/c DCs (green) and CMTMR-labeled B6 DCs (red) as in
Figure 6. Lymph nodes were collected at 28 hours (E) or 72 hours (F) and processed for confocal microscopic analysis as in Figure 6. Histograms indicate the percentage of
CFSE BALB/c DCs among control CMTMR B6 DCs. Data are mean plus or minus SEM of individual lymph nodes (2 or 3 mice per group) and are representative of
2 experiments performed. *P % .05. **P % .01.
NK-MEDIATED ALLOGENEIC DC KILLING IN LYMPH NODES 669BLOOD, 1 AUGUST 2008 ! VOLUME 112, NUMBER 3
 For personal use only. at UNIVERSITE PAUL SABATIER - SCD on July 25, 2008. www.bloodjournal.orgFrom 
cells occurs in secondary lymphoid organs leading to NK cell–
mediated killing of donor-derived DCs, thereby inhibiting alloreac-
tive T-cell priming. In addition, we clearly established that the
perforin pathway is mainly involved in allogeneic DC elimination.
This is in contrast with the NK-mediated killing of immature
autologous DC in vivo, which has been mainly attributed to
TRAIL-mediated cytotoxicity rather than perforin.37
Phenotypically and functionally distinct subsets of NK cells
have been described in human38 and in mouse.29 It is improbable
that the immunoregulatory function of NK cells we observed in this
work could be attributed to the lymph node resident CD127! NK
subset.29 In mouse lymph node resident, NK cells represent only
0.5% of mononuclear cells, of which only 20% are CD127!.29
However, although mouse NK cells appear to be excluded from
lymph nodes under steady-state conditions, they can be recruited at
high numbers into lymph node draining sites of immunization or
infection.18,27,39,40 In a mouse model, it has been recently shown
that mature DCs could promote NK-cell recruitment to lymph
nodes, which provided an early source of IFN-" required for
optimal Th1 cell development.27 In our model, we showed that NK
cells expressing Ly49D compose the main subset implicated not
only in the regulation of T cell expansion and polarization but also
in perforin-mediated allogeneic DC killing. Thus, the requirement
for Ly49D expression together with pfp-dependent cytotoxicity
indicated a role for CD127# rather than CD127! NK subset.
CD127# Ly49D! NK cells are probably recruited from the
peripheral blood into the DC-draining lymph nodes. In agreement
with recent work,18,27 we showed that NK-cell recruitment in
lymph nodes occurred through a L-selectin–dependent mechanism.
Indeed, preventing lymphocyte recruitment by CD62L blockade
resulted in an increased persistence of incoming allogeneic DCs,
demonstrating that recently recruited NK cells were implicated in
the perforin-dependent killing of these cells.
In conclusion, our study has characterized the mechanisms
governing the killing of allogeneic DCs by host NK cells, which
results in impaired development of alloreactive T-cell responses.
Allogeneic (H-2d) DC elimination is perforin-dependent, occurs in
draining lymph nodes, and requires the recruitment of CD127#
Ly49D! blood-borne NK cells. Our study, together with recent
work,13 suggests that alloreactive NK cells through their capacity to
rapidly kill donor-derived allogeneic DCs could synergize with
immunosuppressive agents to limit T-cell alloreactivity and to
improve induction of transplantation tolerance.
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